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Engulfment and cell competition 
 
The competitive process among cells relies on gene mutations that produce 
two cell populations with different proliferative rates. Mutations that endow cells with 
a proliferative advantage (winners), allow them to induce apoptosis in less fit cells 
(losers). By the end of the process the apoptotic corpses of the losers are engulfed and 
eliminated whereas the winners will grow at expenses of the losers and eventually 
spread along the tissue without changing the total cell number. Thus, cell competition 
could account for clinical phenomena such as “field cancerization” which also could 
have an impact on oncology. 
 Contrary to current knowledge, we have shown that winners do not need 
engulfment genes to kill and engulf losers. In fact, we have brought forward some 
evidences that place haemocytes as the engulfing cells during cell competition. Our 
observations also point out that loser cells secrete a signal to attract circulating 
haemocytes to the places of competition. This “find me” signal is AatsTyr, which 
turned to be secreted under cell competition by outcompeted cells and upon serum 
deprivation during cell culture of Drosophila S2 cells. 
 The human homologue of dAatsTyr, AatsTyr has been previously shown to 
act as a chemo-attractant for macrophages and leucocytes. Similarly to what we have 
seen in Drosophila, it is secreted under serum deprivation by cells that undergo 
apoptosis and likewise induce immune cells recruitment that end up removing the 
dead corpses.  
 A large number of implications between macrophages and tumour progression 
in humans have been established a long time ago. However, the mechanisms that 
underline this contribution remain to be elucidated. Thus, our discoveries might help 
to understand the relation between engulfment, cell competition and the pro-
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1. Competición celular: el contexto 
 
 1.1 Breve reseña histórica 
 
 
El concepto de competición celular ha sido propuesto en diversas ocasiones a lo largo 
de los dos últimos siglos. En 1888, el fundador de la embriología experimental, 
Wilhelm Roux, comparó la lucha por la supervivencia entre organismos (teoría de la 
“selección natural” de Darwin) con la competición entre las partes de un organismo 
en desarrollo (teoría de la “selección celular”, W. Roux, 1881) (revisado en Diaz y 
Moreno 2005). Su propuesta fue rechazada inicialmente por la comunidad científica 
que abogaba por la cooperación celular como mecanismo fundamental de interacción 
entre las células de un organismo pluricelular. Veinte años más tarde, Ilya 
Mechnikov, basándose en una serie de estudios sobre fagocitosis, consideró la 
existencia de una continua lucha por la supervivencia entre las células de un mismo 
organismo. Perfilando esta idea más concretamente, el médico español Ramón y 
Cajal, inmerso en el estudio de las relaciones neuronales, sugirió la existencia de una 
lucha a nivel neuronal por el espacio y el alimento durante la neurogénesis. Con el 
descubrimiento de los factores tróficos, la “competición neuronal” de Cajal fue 
incorporada a la hipótesis neurotrófica de Rita Levi-Montalcini, Dale Purves y Martin 
Raff (Purves 1980, Raff 1992), que sostiene que una célula requiere de señales de 
células vecinas para sobrevivir. En base a estos postulados resulta evidente concluir 
que las células cooperan entre sí cuando las condiciones ambientales son las idóneas, 
¿qué ocurre no obstante, cuando se dan desventajas de algún tipo? Las células menos 
adaptadas morirán pero, ¿será el resultado de un proceso pasivo ó la consecuencia de 
un proceso competitivo? 
 
1.2 El descubrimiento: los Minutes. Definición y perspectivas 
 
 
La competición celular es difícil de probar experimentalmente. La razón 
fundamental radica en la dificultad de distinguir la muerte celular como un proceso 
pasivo de una interacción competitiva. A pesar de esto, el fenómeno fue descrito por 
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primera vez en Drosophila melanogaster en 1975 por los científicos españoles Ginés 
Morata y Pedro Ripoll. La experiencia consistió en mezclar células con diferentes 
velocidades metabólicas. Para ello se utilizaron células Minute heterozigóticas M/+, 
que se caracterizan por presentar mutaciones dominantes en genes ribosomales, lo que 
resulta en un metabolismo ralentizado y un crecimiento más lento. Las células M/+, 
que sobreviven normalmente en un ambiente homotípico, son eliminadas cuando 
crecen junto a células silvestres, metabólicamente más activas (Morata y Ripoll 
1975).  
 Tras las experiencias de Morata y Ripoll, surgieron algunos estudios más en 
torno a la idea de competición celular (Simpson y Morata 1980, 1981). No obstante, 
no fue hasta el año 2002 cuando Eduardo Moreno, Konrad Basler y Ginés Morata 
establecieron la función de la apoptosis como causa de la eliminación de las células 
más débiles durante la competición celular en un tejido en crecimiento, delimitando, 
asimismo, un mecanismo de control del número celular y de optimización tisular 













Aunque el fenómeno de la competición celular fue descubierto inicialmente en 
Drosophila, son ya diversos los estudios que describen procesos similares en 
mamíferos (Bondar y Medzhitov 2010, Oertel et al. 2006, Oliver et al. 2004, Tamori 
et al. 2010). Sugiriendo de esta forma la posible universalidad del fenómeno y su 
conservación a lo largo de la evolución. 
Figura 1. Competición celular. (A) Una célula mutante es viable entre células del mismo 
genotipo. (B) Un célula con la misma mutación es eliminada por apoptosis cuando está entre 
células silvestres (wt). La competición celular aparece así como posible mecanismo de eliminación 
de células subóptimas y optimización de un tejido (Modificado de Moreno 2008).	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1.3 Drosophila melanogaster como organismo modelo 
 
 
Desde principios del siglo XX Drosophila melonogaster ha sido objeto de 
numerosas investigaciones que han permitido determinar similitudes y diferencias 
genéticas entre vertebrados e invertebrados. Son varias las ventajas que ofrece la 
mosca como animal modelo de investigación: reducido tamaño, mantenimiento fácil y 
barato, ciclo vital corto (unos diez días), genética reducida (4 pares de cromosomas 
homólogos), así como la existencia de cepas con mutaciones y alteraciones que, a su 
vez se mantienen indefinidamente gracias a los cromosomas balanceadores 
(cromosomas aberrantes en los que la recombinación meiótica está impedida). 
Asimismo, en los últimos años se han desarrollado numerosas herramientas 
moleculares que permiten controlar la expresión génica desde un tejido específico 
hasta una subpoblación tisular, como la técnica Flp/FRT o el sistema UAS/Gal4 
(Brand y Perrimon 1993; Xu y Rubin 1993). 
 
El alto grado de conservación genético entre Drosophila melanogaster y humanos es 
otra de las ventajas de este modelo (Venter et al. 2001). Tras la secuenciación del 
genoma humano se sabe que alrededor de un 60% de los genes implicados en 
enfermedades humanas están conservados en Drosophila. El estudio de la mosca del 
vinagre se ha convertido así en punto de partida para entender numerosos aspectos de 
nuestra biología. En este sentido nos ha permitido modelizar numerosas 
enfermedades, estableciendo un contexto en el que estudiar la etiología de la 
patogenia. Es el caso de algunos trastornos cardiovasculares (Wolf y Rockman 2008) 
y degenenerativos (Cowan et al., Lu y Vogel 2009, Sang y Jackson 2005), diabetes 
(Baker y Thummel 2007), Alzheimer (Cowan et al. 2010)… De especial interés para 
el trabajo realizado en esta tesis ha sido el uso de Drosophila como modelo de cáncer. 
Las investigaciones en este campo han brindado numerosos descubrimientos tales 
comos la ruta de hippo, la competición celular en relación con el cáncer, la 
proliferación compensatoria mediada por apoptosis así como un mayor conocimiento 
sobre cómo oncogenes y genes supresores de tumores cooperan para facilitar el 
crecimiento tumoral y la metástasis “in situ” (Huh et al. 2004, Prober y Edgar 2000, 
Vidal y Cagan 2006, Wu et al. 2003). 
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 1.3.1 Ciclo vital de Drosophila melanogaster 
 
 
Drosophila es una especie de díptero braquícero de la familia Drosophilidae. 
Presenta una metamorfosis completa (holometábola): la larva va creciendo hasta que  
 alcanza el tamaño del adulto, es entonces cuando entra en fase de pupación y se 
transforma en una mosca adulta. Su ciclo vital depende de la temperatura ya que 
Drosophila es ectoterma, es decir, su temperatura corporal depende de la del exterior. 
A 25ºC el ciclo tiene una duración de unos 10 días (Figura 2A). Tras la puesta el 
huevo se desarrolla hasta que eclosiona a las 22 horas. A continuación se suceden tres 
estadios larvarios denominados L1, L2 y L3. En cada uno de ellos la larva crece hasta 
el tamaño máximo que le permite la cutícula y es ahí cuando realiza la muda, pasando 
al estadio siguiente. Los dos primeros estadios tienen una duración de 24 horas, el 
último dura 48h. 
Figura 2. Ciclo vital de Drosophila melanogaster. Esquema de la larva y el adulto. (A) 
Ciclo vital de Drosophila a 25ºC. (B, C) Correspondencia entre los diferentes discos 
imaginales y las estructuras del adulto a las que dan lugar.  	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 A lo largo del desarrollo larvario proliferan unas estructuras con forma de saco 
denominadas discos imaginales, son formaciones epiteliales que van a dar lugar a las 
distintas partes del exoesqueleto del adulto (Figura 2B y 2C). 
 
1.3.2 Discos imaginales: el disco de ala como modelo para el 
estudio de la competición celular 
 
 
 Los discos imaginales son estructuras larvarias precursoras de las diferentes 
partes del exoesqueleto del adulto (Figura 2B y 2C). Los precursores de estos discos a 
su vez, son unos conjuntos de células (cuyo número oscila entre 10 y 40 dependiendo 
del disco imaginal) que se segregan como invaginaciones de la epidermis embrionaria 
y que crecen por mitosis justo hasta antes de la metamorfosis, incrementando su 
número por un factor de 1000 aproximadamente (Bate y Arias 1991, Diaz-Benjumea 
y Cohen 1993, Foronda et al. 2009). 
 El desarrollo y elaboración del patrón de los discos imaginales resulta de al 
menos, al integración de 4 cascadas de señalización: Hedgehog (Hh), 
Decapentaplegic (Dpp), Wingless (Wg) y Notch (N) (revisado en Blair 1995). La 
distribución de Hh, Wg y Dpp varía de uno discos a otros (Figura 3). Sin embargo y a 
pesar de las diferencias en la distribución espacial de estas cascadas de señalización, 
todas estas moléculas reguladoras están presentes en todos los discos (con algunas 
excepciones, como el caso de Wg que no aparece en el disco de ojo o, el caso de N 
que no forma el borde dorso-ventral en el disco de pata), controlando la expresión de 
diferentes factores de transcripción específicos de cada disco. De esta forma, a partir 
de unas señales comunes, se generan patrones de expresión génica diferentes (para 
una revisión Neumann y Cohen 1997, Strigini y Cohen 1999) 
Figura 3. Distribución de Wg, 
Hh y Dpp en el disco imaginal 
de ala de Drosophila 
melanogaster. El desarrollo de 
los diferentes discos imaginales 
viene determinado por la 
distribución de estos factores 
moleculares. En este caso se 
muestra el disco imaginal de ala 
(tomado de Lin 2004)	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 El disco imaginal de ala se emplea como modelo para el estudio de la 
competición celular. La razón fundamental radica en el desarrollo de dos técnicas 
moleculares: el sistema FRT/Flp (Xu y Rubin 1993) que permite generar clones de 
células con características específicas y, el sistema de expresión Gal4-UAS (Brand y 
Perrimon 1993) que permite controlar la expresión de genes específicamente en 
células de esos clones. La combinación de ambas tecnologías ha brindado nuevas 
posibilidades para estudiar el crecimiento de células genéticamente modificadas en 
contacto con células silvestres, generando diferentes escenarios de competición 
celular. Del mismo modo, el conocimiento profundo de la genética de Drosophila y la 
secuenciación completa de su genoma, han facilitado enormemente la identificación 
de genes candidatos y el estudio de sus implicaciones en diversas patologías (más del 
75% de los genes identificados en enfermedades humanas tienen homólogos en 
Drosophila, Reiter et al. 2001). En el campo de la oncología, diversos modelos en 
Drosophila melanogaster han contribuido a la identificación de nuevas vías de 
señalización involucradas en el crecimiento tumoral, tales como la vía de Hippo, 
Notch, Lgl-Scrib-dlg, EGFR-Pi3K… (Hariharan y Bilder 2006, Humbert P. O. et al. 
2008, Read et al. 2009, Thompson et al. 2005, Vaccari y Bilder 2005, Vidal y Cagan 
2006, Zhao et al. 2010). No obstante, se conoce muy poco sobre los mecanismos 
moleculares implicados en competición celular (Bondar y Medzhitov 2010, Marusyk 
et al. 2010, Zecca y Struhl 2010) surgiendo la necesidad de nuevos estudios.  
 
2. Competición celular: bases moleculares 
 
 2.1 Factores implicados en competición celular 
 
 
Aunque la competición celular se describió por primera vez con los Minutes, 
el fenómeno no se halla limitado únicamente a esta condición. Mutaciones que 
modifican el metabolismo celular, la proliferación o la fisiología normal de la célula 
generan competición, con excepciones como es el caso de la sobreexpresión de la 
fosfoinosiltol3-quinasa (dpi3k), o la sobreexpresión de la Ciclina D en combinación 
con la Cdk4 que no inducen competición, a pesar de ser capaces de modificar el 
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crecimiento celular y tisular (de la Cova et al. 2004). En este sentido, podemos 
agrupar estas alteraciones en una serie de grupos génicos más o menos diferenciados: 
genes implicados en metabolismo, genes implicados en rutas de factores de 
crecimiento, genes implicados en polaridad apico-basal y genes implicados en 
proliferación celular. 
1º.- Genes implicados en la regulación del metabolismo. En primer lugar se 
encuentran los Minutes que, como hemos comentado fueron los que primero se 
relacionaron con la competición celular. Se ha propuesto también que células con 
alteraciones en genes de la ruta de la insulina son eliminadas por competición celular. 
Este el caso de chico, el homólogo en Drosophila del sustrato del receptor de la vía 
(IRS) (Bohni et al. 1999), o calderon, transportador de cationes que actúa como diana 
de dicha ruta (Herranz et al. 2006). 
 
2º.- Genes implicados en rutas de señalización de factores de crecimiento. 
Mutaciones en la ruta de Dpp (que forma parte de las BMPs, “Bone Morphogenetic 
Proteins” en Drosophila) también son capaces de generar competición celular (Figura 
4) (Burke y Basler 1996, Campbell y Tomlinson 1999, Jazwinska et al. 1999). 
Figura 4. Cascada de señalización de Dpp en Drosophila melanogaster. Dpp interacciona con el 
receptor thickveins (tkv) y activa la vía de señalización a través del complejo Mad-Medea que 
finalmente controla la expresión o represión de los distintos genes controlados por Dpp. Brinker 
(brk) actúa como represor transcripcional de la vía y, es a su vez regulado negativamente por Dpp 
(tomado de Affolter et al. 2001). 	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Dpp es un factor de crecimiento y supervivencia secretado a lo largo del eje 
antero-posterior del disco imaginal de ala (Figura 3) (Tabata y Takei 2004, Teleman y 
Cohen 2000). Por otro lado, brk es un represor transcripcional de los genes diana de 
Dpp y, que a su vez es regulado negativamente por la señalización de Dpp (Figura 4). 
Las células que transducen Dpp con menor eficiencia o que son incapaces de 
transducir Dpp son eliminadas en la región media del disco de ala, donde los niveles 
de señal de Dpp son elevados . Del mismo modo, mutaciones en el receptor de Dpp, 
thickveins, generan competición (Burke y Basler 1996). Clones mutantes para tkv 
incrementan la expresión de brk y, son eliminados por apoptosis a través de la vía de 
la quinasa N-terminal de Jun (JNK) excepto en las regiones laterales del disco donde 
los niveles de Brk son elevados, de manera similar a lo que ocurre con los clones de 












Figura 5. Factores implicados 
en competición celular. (A) 
representación esquemática de 
un corte transversal del disco 
imaginal de ala. Dpp (azul) se 
expresa en el centro del disco y 
forma un gradiente simétrico. 
Dpp limita la expresión de brk 
(rojo) a las regiones laterales 
del disco. (B) Células Minute 
(verde) cerca de la fuente de 
Dpp, expresan brk, lo cual 
conduce a la activación de la 
vía JNK y, en consecuencia a la 
muerte por apoptosis. 
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 Experimentos recientes sugieren que el incremento en los niveles de Brk, no es 
capaz por sí solo de llevar a cabo la eliminación de las células con menos 
incorporación de Dpp, ya que a su vez también son necesarios niveles suficientes del 
co-represor dNab. dNab es una proteína co-represora regulada positivamente por altos 
niveles de señalización de Dpp y que es capaz, en colaboración con Brk, de regular la 
eliminación por apoptosis de las células menos óptimas a través de la activación 
específica de la vía JNK (Ziv et al. 2009). Mutantes de brinker o de su co-represor 
dNab o bien, el silenciamiento de la expresión de al menos uno de ellos en las células 
perdedoras es suficiente para bloquear su eliminación durante la competición celular 
(Ziv et al. 2009). De la misma manera, la sobreexpresión de una forma 
constitutivamente activa del receptor tipo I de Dpp (tkvact), de su represor tipo II (Put) 
o bien directamente del propio Dpp en las células perdedoras, es también capaz de 
prevenir la eliminación competitiva de éstas, probablemente al impedir en ellas el 
aumento de los niveles de Brinker (Moreno y Basler 2004). 
 Otro de los grupos de genes relacionados con competición celular a través de 
Dpp son aquellos que están implicados en la endocitosis. Entre ellos se encuentra la 
GTPasa dRab5, que es una proteína requerida para la formación de vesículas de 










Figura 6. Cascada de 
señalización de endocitosis 
por proteínas Rab. La proteína 
Rab5 está implicada en la 
formación de vesículas en fases 
tempranas de la endocitosis 
(modificado de Zerial y 
McBride 2001). 	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 Se ha comprobado que son necesarios niveles suficientes de esta GTPasa para la 
endocitosis de Dpp (Entchev et al. 2000, Tsukazaki et al. 1998). La dRab5DN es una 
forma mutada con efecto dominante negativo de dRab5, su expresión en clones de 
células silvestres provoca un aumento de los niveles de Brk y la consecuente 
eliminación de estos clones por competición celular (Moreno et al. 2002). Por el 
contrario, la expresión ectópica de dRab5 en células perdedoras durante la 
competición celular bloquea la eliminación de estas células (Moreno y Basler 2004).  
  
 3º.- Genes que controlan la polaridad apico-basal y la proliferación celular. Es el 
caso de los genes “disc large 1” (dlg1), “lethal giant larvae” (lgl) y “scribbled” 
(scrib). Las proteínas codificadas por estos genes se localizan en la región basolateral 
de células epiteliales en tejidos polarizados y están implicadas en la correcta 
formación de las uniones intercelulares (Figura 7). La ausencia total de cualquiera de 
estas proteínas implica una pérdida de la polaridad apico-basal y, en consecuencia, 
una sobreproliferación celular, lo que ha determinado que se les considere como 
genes supresores de tumores (Agrawal et al. 1995, Bilder et al. 2000, Brumby y 










Figura 7. Localización 
subcelular de las proteínas 
“Scribble”, “Disc large” y 
“Lethal giant larvae”. Las 
proteínas “Scribble”, “Disc 
large” y “Lethal giant larvae” se 
localizan en la región 
basolateral de células epiteliales 
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 En un contexto de competición, células con mutaciones en estos genes, rodeadas 
de células silvestres, se comportan de manera similar a las células Minute y, al igual 
que éstas son eliminadas del tejido (Brumby y Richardson 2003, Grzeschik et al. 
2007). Las células perdedoras por tanto, son las que portan las mutaciones para estos 
genes. Así, mientras que células homocigóticas mutantes scrib-/- sobreproliferan en un 
ambiente homotípico sin problemas de viabilidad, son eliminadas por apoptosis 
cuando se encuentran en compañía de células silvestres o heterocigóticas scrib+/- 
(Brumby y Richardson 2003).  
 
 4º.- Genes que controlan la tasa de proliferación celular. Es el caso de la ruta  
Salvador-Warts-Hippo (SWH), que está implicada en el control del tamaño de los 
órganos a través de la regulación de la proliferación celular y la apoptosis desde 




 Células mutantes para algunos de los componentes de la ruta de Hippo son 
capaces de inducir la muerte por apoptosis de las células silvestres de su entorno 
(Tyler et al. 2007). En este caso, y a diferencia de lo que ocurre con las alteraciones 
anteriormente nombradas, las células con mutaciones adquieren una ventaja sobre las 
de alrededor y son capaces de inducir la muerte de las células silvestres, un proceso 
que se ha denominado supercompetición. 
Figura 8. Vía de Hippo en Drosophila y mamíferos. Los componentes principales de la ruta 
(aparecen con los mismos colores en ambos esquemas) están conservados entre Drosophila (A) y 
mamíferos (B) (tomado de Saucedo y Edgar 2007). 	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 2.2 La supercompetición  
 
 
 Al proceso competitivo en el que las células silvestres son las perdedoras se 
denomina supercompetición. El fenómeno se produce cuando mutaciones en 
determinados genes inducen que una célula mate a sus células vecinas. La 
supercompetición se describió por primera vez al incrementar la expresión de dmyc, el 
homólogo en Drosophila del proto-oncogén myc, en clones de células y, comprobar 
como éstas crecían a un ritmo superior al habitual a expensas de la eliminación de las 




 A diferencia de lo que ocurre en la supercompetición causada por mutaciones en 
la vía de Hippo, donde se generaban sobrecrecimientos del tejido, la 
supercompetición por elevados niveles de dmyc no conduce a cambios en la 
morfología del tejido (de la Cova et al. 2004, Moreno y Basler 2004). Este hecho es 
debido a que la sobre-proliferación de las células que sobreexpresan dmyc está 
contrarrestada por la apoptosis de las células vecinas, así el número total de células se 
mantiene constante y no se aprecian malformaciones morfológicas (de la Cova et al. 
2004). La supercompetición puede explicar fenómenos como el de la cancerización de 
campo, que será discutido en mayor detalle más adelante. 
 
Figura 9. Supercompetición. Las células mutantes (en este caso las que presentan un aumento en 
los niveles de dmyc) son capaces de eliminar por apoptosis a las células silvestres circundantes 
(wt). (Modificado de Moreno 2008). 	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 2.3 Marcadores específicos de competición celular  
 
 
 La posibilidad de estudiar el genoma completo de Drosophila y el uso de la 
hibridación in situ han permitido la identificación de genes específicos de 
competición celular (Rhiner et al. 2010, Tyler et al. 2007). De esta manera se han 
descubierto genes cuya expresión ocurre en etapas tempranas de la competición y, de 
forma específica en las células perdedoras. La mayoría de estos genes están 
conservados y tienen sus correspondiente homólogos en mamíferos (Rhiner et al. 
2010). Estudios más detallados se han llevado a cabo en dos de estos genes: dsparc 
(el homólogo en Drosophila de la “Secreted Protein Acidic and Rich in Cysteine” en 
mamíferos) y flower (un gen de función desconocida en mamíferos), lo que ha 
permitido desvelar su papel en competición celular (Portela et al. 2010, Rhiner et al. 
2010).  
 
  2.3.1 dSPARC   
 
 
 SPARC es una glicoproteína de unión a Calcio que se agrupa dentro de la 
familia de proteínas de la matriz extracelular. Más allá de un papel estructural, su 
importancia radica en la modulación de interacciones célula-célula y célula-matriz. En 
mamíferos, SPARC se expresa en todas las capas embrionarias durante el desarrollo. 
En el adulto la expresión de SPARC se restringe a tejido óseo, riñón, testículos, tejido 
hematopoyético y sistema nervioso central. Además se induce en situaciones tales 
como lesiones tisulares, durante la angiogénesis y en el estroma durante la formación 
de tumores (Bornstein 1995, Mendis et al. 1998, Podhajcer et al. 2008, Reed et al. 
1993). En Drosophila, dSPARC se expresa en derivados del mesodermo durante la 
embriogénesis, en hemocitos y en cuerpo graso (Martinek et al. 2002). Además es 
secretado por hemocitos y células del cuerpo graso y se concentra en la lámina basal 
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 Durante la competición, dsparc se expresa específicamente en las células 
perdedoras en etapas tempranas. Se ha comprobado además que esta expresión es 
específica de competición celular (Portela et al. 2010) (Figura 10). Estudios in vitro 
con células S2 de Drosophila han permitido comprobar que dSPARC se expresa y es 
secretado en condiciones de estrés, tales como la deprivación de suero. Todo ello 
parece indicar que su implicación en competición celular es la de proteger a las 





 La hipótesis que se baraja es que dSPARC podría interaccionar con la “señal 
de muerte” que se ha postulado secretan las células ganadoras (Senoo-Matsuda y 
Johnston 2007) y, protegerlas así de su eliminación. De hecho, se ha comprobado que 
la sobreexpresión de dsparc en condiciones de estrés o durante la competición celular 
previene la muerte de las células perdedoras de manera muy significativa. En este 
sentido, dSPARC sería capaz de retrasar la eliminación de las células perdedoras, 
otorgándolas “una segunda oportunidad” para verificar el status celular antes de la 




Figura 10. Hibridación in situ de dsparc en competición celular. Se observa la expresión de 
dsparc (rojo, ARNmensajero) en clones de células perdedoras (verde, GFP) en un fondo de 
supercompetición tub>dmyc (Modificado de Portela et al. 2010). 	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  2.3.2 Flower   
 
 
 Flower fue descubierto en 2009, en un barrido genético de mutantes de 
Drosophila con alteraciones en la trasmisión sináptica. Se denominó flower (fwe) 
debido a su fenotipo mutante en la unión neuromuscular de la larva de Drosophila 
(Yao et al. 2009). Flower actúa como un canal de calcio, de forma que está implicado 
en la endocitosis de este catión durante las sinapsis que tiene lugar en el sistema 
nervioso de Drosophila (Figura 11). 
 
 
 El gen flower genera por splicing alternativo tres transcritos que dan lugar a tres 
isoformas proteicas: Fweubi, FweLose-A y FweLose-B. De acuerdo con distintas 
predicciones bioinformáticas, estas isoformas difieren en la región C-terminal y 
contienen de tres a cuatro dominios transmembrana (Hirokawa et al. 1998, Krogh et 
al. 2001, Rhiner et al. 2010, Tusnady y Simon 1998). Fweubi se expresa de forma 
ubicua, en cambio, durante la competición celular se expresan las formas “lose”, 
FweLose-A y FweLose-B, de forma específica en las células perdedoras. La comparación 
Figura 11. Esquema general de la sinapsis en el terminal neuronal. Cuando llega la onda 
nerviosa al terminal sináptico, se produce un reclutamiento de vesículas sinápticas cargadas de 
calcio. La liberación de estos cationes al espacio sináptico permite la transmisión del impulso 
nervioso a la siguiente neurona. Se ha propuesto que Flower está implicado en esta transmisión, 
controlando el flujo de calcio y el reciclaje de las vesículas sinápticas. 	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intercelular de los niveles relativos de Fweubi y FweLose  es lo que finalmente 






 El código Flower se establece por tanto, en virtud de una comunicación célula-
célula. De forma que,  cuando una célula expresa FweLose es eliminada sólo si está en 
Figura 12. Código Fwe durante la competición celular. En condiciones normales todas las 
células de un tejido expresan niveles elevados de FweUbi, que marca a las células como ganadoras. 
Tanto la expresión uniforme de las formas “Lose” como la pérdida de expresión de Fwe en todo el 
tejido no desencadena competición celular. Sin embargo, cuando un grupo de células, por un déficit 
en la actividad celular, comienzan a expresar las formas “Lose”, son reconocidas por las células 
silvestres de alrededor que expresan FweUbi y eliminadas por apoptosis. De la misma manera, se 
induce competición celular cuando una célula no expresa FweUbi o expresa bajos niveles y está 
rodeada de células silvestres que expresan FweUbi (Modificado de Rhiner et al. 2010). 	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contacto con células que expresan Fweubi. En este sentido, la expresión ubicua de las 
formas “Lose” en todo el organismo no aumenta la eliminación de las células ni la 
apoptosis. Además, si se previene la expresión de fwe en todas las células mediante un 
ARN de interferencia específico, se bloquea este mecanismo de comunicación celular 
y por ende la competición celular. Como resultado las células perdedoras no son 
eliminadas y las células ganadoras no son capaces de ocupar el territorio. La 
homología funcional con las formas fwe en el ratón ha permitido iniciar diversos 
análisis en este organismo. De hecho, los ortólogos del gen fwe de ratón se encuentran 
en estudio actualmente y se ha descubierto que algunas de las isoformas actúan de 
manera similar durante la competición celular que tiene lugar en el embrión del ratón. 
 
 2.4 Eliminación de las células perdedoras durante la competición celular 
 
  2.4.1 Implicación de las células ganadoras: la fagocitosis 
 
  
 Hasta ahora todos los cambios considerados en apartados anteriores ocurren de 
manera específica en las células perdedoras. Los únicos genes para los que se ha 
descrito actividad específica en las células ganadoras son los genes de fagocitosis 
draper, psr y wasp. Se ha propuesto que las células ganadoras necesitan estos genes 
para inducir la muerte y fagocitar a las células perdedoras durante la competición 
celular inducida por Minutes y dmyc (Li y Baker 2007a, b). El proceso conocido 
como “engulfment” (del inglés, fagocitosis) fue descubierto inicialmente en C. 
elegans. Se observó que células homocigóticas para un alelo hipomorfo del gen ced-3 
(que forma parte de la cascada de señalización de caspasas en C. elegans) eran 
eliminadas y fagocitadas por las células de alrededor, lo cual no ocurría cuando se 
bloqueaba la fagocitosis (Hoeppner et al. 2001, Reddien et al. 2001). 
 De los genes citados anteriormente, el gen draper codifica para un receptor de 
membrana, homólogo del receptor Ced-1 de C. elegans (Freeman et al. 2003, Zhou et 
al. 2001). Se ha descrito su implicación en la fagocitosis de células apoptóticas 
mediada por hemocitos en cultivo de Drosophila (Manaka et al. 2004), en procesos de 
remodelado axónico y en la fagocitosis mediada por células de la glía (Awasaki et al. 
2006, MacDonald et al. 2006) (Figura 13).  
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 En segundo lugar, el gen wasp codifica para una proteína reguladora de actina, 
implicada en la organización del citoesquelo celular. Se ha comprobado su 
participación en la fagocitosis de Staphylococcus aureus en Drosophila (Pearson et al. 
2003). Finalmente, el gen del receptor de la fosfatidil-serina, denominado psr (Fadok 
et al. 2000) del que aunque se ha propuesto un papel en la fagocitosis en mamíferos 
en algunos estudios (Fadok et al. 1992, Martin et al. 1995, van den Eijnde et al. 1998, 
Verhoven et al. 1995), codifica para una proteína nuclear en Drosophila sin un papel 
claro en fagocitosis (Cikala et al. 2004, Cui et al. 2004, Krieser et al. 2007, Mitchell et 
al. 2006).  
 Estos genes de “engulfment” se postulan como necesarios para que las células 
Figura 13. Rutas bioquímicas implicadas en la regulación axónica y la fagocitosis por células 
gliales. Draper en colaboración con SIMU (“Six-microns-under”) regula la fagocitosis de 
axosomas (restos axonales) en las células gliales de Drosophila. SIMU parece estar implicado en 
las primeras etapas de la fagocitosis, en la fase de reconocimiento pero sin un dominio intracelular 
que le permita trasmitir la señal al interior celular. Por otro lado, Draper, actúando en combinación 
con SIMU, es capaz de transducir la señal de fagocitosis al presentar un dominio intracelular. El 
resultado final son una serie de cambios en el citoesqueleto de la célula que permiten llevar a cabo 
la fagocitosis (Modificado de Eroglu y Barres 2010). 	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ganadoras maten y fagociten a las células perdedoras durante la competición celular 
inducida por Minutes y también en la competición celular inducida por dMyc (Li y 
Baker 2007a). Se ha concluido que células mutantes para supresores tumorales tales 
como scrib (“scribble”) o dlg (“disc large”), son eliminadas por las células silvestres 
de alrededor que activan la cascada clásica de fagocitosis ELMO/Mbc. Estas 
conclusiones se basan en experimentos de ARN de interferencia para los genes elmo o 
mbc donde se observa un bloqueo de la eliminación de las células mutantes (Ohsawa 
et al. 2011). Sin embargo, no está claro si existe una relación genética entre esta 
eliminación y la competición celular. En este sentido, Eiger, el homólogo del factor 
de necrosis tumoral en Drosophila (Igaki et al. 2002, Moreno et al. 2002), es 
necesario para la eliminación y la fagocitosis de las células mutantes scrib, mientras 
que parece dispensable para la eliminación de las células M/+ perdedoras durante la 
competición con las células silvestres de alrededor (Ohsawa et al. 2011). 
 
  2.4.2 La extrusión basal  
 
  
 Otro fenómeno estrechamente ligado con la eliminación de las células 
perdedoras es la extrusión basal. El proceso permite la eliminación de células con 
menor capacidad para recibir Dpp, sobre todo cuando en éstas se elimina la actividad 
de la JNK (Figura 14).  
 
 De acuerdo con las evidencias experimentales, clones de células en el disco 
imaginal de ala con una menor capacidad de recepción de Dpp (por mutaciones en el 
receptor tkv), sufren un acortamiento en su eje apico-basal, de forma que acaban por 
perder el contacto con la superficie apical del epitelio y son finalmente extruídas. El 
resultado es el mismo cuando se bloquea la actividad de JNK (por mutación de bsk), 
las células son eliminadas del epitelio y extruídas del mismo por su parte basal 











 Del mismo modo durante la competición celular, las células perdedoras, una vez 
han activado la cascada apoptótica, tienden a ser eliminadas del tejido por extrusión 
basal (Moreno y Basler 2004).  
 
  2.4.3 Apoptosis y secreción de señales  
 
  
 Tras activar la cascada apoptótica, las células que están muriendo liberan 
diferentes señales al medio y como consecuencia se da el fenómeno de la 
proliferación compensatoria (Huh et al. 2004, Perez-Garijo et al. 2004, Ryoo et al. 
2004). Este proceso consiste en la liberación de mitógenos (tales como Dpp y Wg) 
por parte de las células que han iniciado el proceso apoptótico. El resultado es la 
proliferación de las células circundantes y, en consecuencia la ocupación del territorio 
tras la eliminación de las células muertas. Durante la competición celular, la 
proliferación compensatoria explica el reemplazamiento de las células perdedoras por 
parte de las células ganadoras, contribuyendo de esta manera, al mantenimiento del 
número total de células en el tejido.  
 La secreción de señales de proliferación por parte de la células apoptóticas no 
es el único fenómeno que se ha observado. En células en cultivo de mamífero, por 
Figura 14. Extrusión basal. Secciones transversales de disco imaginal de ala mostrando clones 
tvk- bsk- (por ausencia de GFP) que son extruídos a lo largo del tiempo (Modificado de Shen y 
Dahmann 2005).  
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ejemplo, se ha evidenciado la secreción de la Tirosil ARNt sintetasa (AatsTyr), una 
enzima del metabolismo proteíco, cuando las células se cultivan en ausencia de suero 
(Wakasugi y Schimmel 1999). Una vez secretada, AatsTyr se proteoliza para dar 
lugar a dos fragmentos con actividad citoquínica, que son capaces de atraer a 
macrófagos y linfocitos, iniciando así una “respuesta inflamatoria”, que acabará con 
al eliminación de los restos apoptóticos. 
 
3. Competición celular y cáncer 
 




El cáncer es un término que engloba un grupo de enfermedades con un denominador 
común: la transformación de una célula normal en una célula cancerosa, que se 
caracteriza por un crecimiento y división mayores. El cáncer es un proceso secuencial 
que requiere de una serie de mutaciones en genes supresores de tumores y proto-
oncogenes (Fearon y Dang 1999). Mientras que los primeros precisan ser inactivados 
para inducir el desarrollo tumoral, los segundos generan tumoricidad al 
sobreactivarse. Uno de los fenómenos que puede explicar cómo diferentes mutaciones 
y alteraciones génicas ocurren de manera simultánea en una misma célula, es la 
cancerización de campo. El concepto fue introducido por primera vez en 1953 
(Slaughter et al. 1953) al observar la presencia de tejido histológicamente anormal en 
torno a un carcinoma bucal de células escamosas (HNSCC). Desde entonces el 
fenómeno se ha descrito en otros órganos, tales como: la laringe, los pulmones, la 
vulva, el esófago, el pecho, la piel, el colon y la vejiga (revisado en Braakhuis et al. 
2003). En este sentido, se ha propuesto que la cancerización de campo podría explicar 
el desarrollo de múltiples tumores primarios y la prevalencia de cánceres localmente 
recurrentes, como se observa en numerosas ocasiones en la clínica tras la resección de 
un tumor primario (revisado en Braakhuis et al. 2003). La cancerización de campo 
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Diferentes evidencias experimentales sugieren que el desarrollo pretumoral 
basado en la cancerización de campo depende de la presencia de células con 
alteraciones genéticas. En este sentido, la inestabilidad genética generalizada 
constituye el sustrato molecular en el que las células alteradas forman poblaciones 
clonales con un mayor crecimiento y una elevada tasa proliferativa. Se constituyen así 
campos precancerosos que se caracterizan por ser expansivos pero no invasivos (que 
es lo que caracteriza a un cáncer propiamente dicho). La capacidad invasiva se 
adquiere presumiblemente por la suma de eventos oncogénicos más tardíos (Slaughter 
et al. 1953). 
 Para generar un tumor son necesarias un mínimo de 2 a 12 mutaciones 
dependiendo del tipo celular y el tumor (Merlo et al. 2006). En base a esto, la 
supercompetición se propone como mecanismo para explicar la cancerización de 
campo durante la etapas pretumorales. Así, mutaciones que generen propiedades 
supercompetitivas en las células de un tejido permitirían a éstas desplazar a las células 
normales circundantes, como el caso de niveles elevados de dMyc (Moreno y Basler 
2004). Además, esta expansión celular no provoca cambios morfológicos en el tejido 
y es por tanto, indetectable para los patólogos. Del mismo modo, cuanto mayor es el 
clon de células precancerosas debido a una segunda exposición al agente mutagénico 
o una exposición mantenida, es más probable que surja una nueva mutación y, en 





Figura 15. La supercompetición como explicación de la cancerización de campo. Una mutación 
inicial en un proto-oncogén (A), como por ejemplo myc, puede transformar una célula epitelial 
normal en un “supercompetidor”. Éste sería capaz de expandirse clonalmente a lo largo del tejido a 
expensas de las células normales circundantes, sin generar modificaciones morfológicas apreciables 
(B y C). Posteriormente, mutaciones secundarias en el fondo supercompetidor podrían 
desencadenar la formación de un tumor (Modificado de Diaz y Moreno 2005). 	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 Uno de los principales problemas con los que se encuentran los patólogos es la 
dificultad para detectar lesiones pretumorales. Habitualmente, cuando se identifica un 
tumor, éste ya compromete a unas mil millones de células (que es la masa tumoral 
más pequeña detectable) y se encuentra a tan sólo 10 ciclos de división adicionales 
para producir la masa tumoral más grande compatible con la vida (Rhiner y Moreno 
2009). Generalmente estos tumores ya acumulan varias mutaciones en oncogenes y 
genes supresores de tumores y su potencial oncogénico es muy superior al que puede 
tener una lesión pretumoral en la cancerización de campo o una célula mutada inicial 
(Figura 16). Así, dada la relación entre la competición celular y las lesiones 




 3.2 Competición celular y detección temprana 
 
 
 En la prognosis oncológica resulta esencial un diagnóstico precoz. En este 
sentido, los marcadores específicos de competición pueden tener un papel crucial en 
Figura 16. Etapas tempranas de la formación de cáncer. Una célula mutada inicial tiene que 
dividirse al menos 30 veces para producir una masa de células que es detectable clínicamente (109 
células). Tan sólo 10 ciclos de división más son necesarios para generar lo que habitualmente se 
considera el tamaño máximo compatible con la vida (1012 células). De esta forma, la mayor parte 
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la detección de los campos pretumorales y por tanto, en el tratamiento oncológico. 
Así, un mayor conocimiento de los mecanismos moleculares de la competición 
celular redundaría en estrategias de detección temprana e inhibición de la progresión 
tumoral. 
 Sin embargo, las posibles aplicaciones de la competición celular a la 
oncología no se restringen únicamente al desarrollo pretumoral. Las células 
metastásicas también compiten para colonizar nuevos tejidos en el organismo y, de 
ahí que la competición celular pueda tener también un papel relevante en este 
fenómeno. Se ha postulado la posibilidad de que algunos de los genes implicados en 
metástasis sean los mismos que aparecen mutados en los tumores primarios (Klein 
2008). En este sentido, las moléculas implicadas en competición celular servirían de 
dianas terapéuticas para el desarrollo de nuevos tratamientos oncológicos. Su 
actividad radicaría fundamentalmente en retrasar la eliminación de las células 
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La pregunta biológica que se quiere responder en este trabajo es: ¿quién elimina los 
restos apoptóticos de las células perdedoras tras la competición celular en Drosophila 
melanogaster? 
 
Para ello se establecieron los siguientes objetivos: 
1- Estudiar el papel de la fagocitosis en la competición celular. 
 
2- Estudiar la implicación de los genes de fagocitosis draper, wasp y psr durante la 
competición celular. 
 
3- Evaluar la participación de los hemocitos en la fagocitosis de las células perdedoras 
durante la competición celular. 
 
4- Identificar señales de atracción de hemocitos en relación con la muerte de las 
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1. Generación de clones de recombinación mitótica y expresión génica 
 
 
 Se empleó la técnica Flp-FRT para la generación de clones de recombinación 
mitótica (Xu y Rubin 1993). La Flipasa (Flp) es una enzima con actividad 
recombinasa capaz de reconocer los sitios FRT (“Flipase Recombination Target”) e 
inducir recombinación entre ellos. Su expresión está controlada por un promotor de 
choque térmico inducible a 37ºC. Se parte de un par de cromosomas homólogos que 
presentan sitios FRT en posiciones idénticas. Uno de los cromosomas porta la 
mutación a estudiar y el otro, normalmente un marcador génico (como LacZ o GFP) 
que permitirá marcar los clones generados (dependiendo del tiempo de choque 
térmico se inducirá más o menos expresión de flipasa y, en consecuencia, habrá más o 
menos clones). Si la recombinación entre los sitios específicos ocurre y, las 
cromátidas hijas se segregan apropiadamente después de la replicación, la región del 
brazo cromosómico próxima al sitio FRT se hará homocigótica y, cada célula hija 
heredará dos copias de ésta procedentes de uno de los cromosomas parentales. De esta 
forma, una célula tendrá dos copias del alelo mutante (sin marcador) y la otra célula 
tendrá dos copias de la versión silvestre del gen (clon gemelo o “twin-spot”), además 
del marcador (Figura 17). 
 
Figura 17. Sistema Flp-FRT. Una vez activada la Flipasa, por choque térmico, reconoce los sitios 
FRT e induce su recombinación. Tras la mitosis se generan dos células hijas, una homocigótica 
para la mutación y otra homocigótica para el gen silvestre (que porta además el marcador). 	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 El sistema Gal4/UAS (Brand y Perrimon 1993) permite la expresión dirigida a 
una región o tejido específico. Gal4 es un factor de transcripción de levaduras que se 
une específicamente a las secuencias UAS (“Upstream Activating Sequence”) e 
induce la expresión del gen que se encuentre aguas abajo de las mismas. La expresión 
del gen gal4 puede estar controlada por un promotor artificial o bien por el 
“enhancer” de algún gen endógeno, de forma que reproduzca total o parcialmente su 
expresión (Figura 18). En el caso de la flipasa se emplearía un UAS-flp o bien el gen 





 La combinación de ambos sistemas permite la expresión dirigida de un gen 
determinado (Gal4/UAS) en un grupo de células generadas por recombinación 
mitótica (Flp-FRT). Un caso concreto de esta combinación se emplea en el ensayo de 




Figura 18. Sistema Gal4/UAS. El factor de transcripción Gal4 se controla por un promotor 
específico. Una vez activado reconoce las secuencias UAS, se une a ellas e induce la expresión del 
gen X, que se encuentra a continuación (Modificado de Muqit y Feany 2002). 	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 La expresión, inducida por choque térmico, de la flipasa en el ensayo de 
supercompetición permite la generación de células que expresan GFP y que han 
perdido la construcción del gen dmyc. Se forman así clones de células que expresan 
GFP, rodeados de células que sobreexpresan dmyc (tub>dmyc) y que constituyen de 
esta forma un escenario de competición. Además de GFP se puede expresar cualquier 
gen que se haya clonado delante de las secuencias UAS. De esta manera se puede 
estudiar el efecto de expresar un gen determinado en un clon de células perdedoras y 
analizar las consecuencias durante la competición celular. 
 Para controlar la expresión de Gal4 se emplea Gal80ts, un factor 
termosensible que es capaz de bloquear la actividad de Gal4. A 17ºC se encuentra 
Figura 19. Combinación sistemas Flp-FRT y Gal4/UAS en ensayo de supercompetición. La 
expresión de la flipasa se controla por choque térmico. La construcción tub>dmyc>gal4 contiene el 
gen dmyc flanqueado por dos sitios FRT y un codón de STOP. El promotor de tubulina induce la 
expresión ubicua del gen dmyc que finaliza en el codón de STOP. Una vez activada, la Flipasa 
reconoce los sitios FRT e induce su recombinación, eliminando el gen dmyc y el codón de STOP. 
Como consecuencia comienza a expresarse el gen gal4 que entonces es capaz de unirse a las 
secuencias UAS e inducir la expresión del gen adyacente (en este caso GFP). 	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activo mientras que a 29ºC se inactiva. Así variando la temperatura se puede 















 El ADNc de dAatsTyr (clon LD 21116 de la colección Gold, que contenía la 
versión completa de la enzima AatsTyr) se secuenció y se subclonó en el plásmido 
pUAST entre los sitios de restricción de EcoRI y XhoI para la sobreexpresión de la 











Figura 20. Sistema Gal80ts. A 
17ºC Gal80 se une al factor de 
transcripción Gal4 e impide su 
actividad bloqueando la 
expresión del gen X aguas 
abajo de las secuencias UAS. 
Cuando se cambia a 29ºC, 
Gal80 se inactiva de forma que 
Gal4 está libre para activar la 
expresión del gen X. 	  
Figura 21. Plásmido pUAST. 
La región amarilla contiene las 
diferentes dianas de restricción, 
entre ellas EcoRI y XhoI que se 
utilizaron para la clonación del 
ADNc de dAatsTyr. 	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 Para la obtención de AatsTyrHA se incorporó el epítopo de hemaglutinina 
(HA) en la región C-terminal de AatsTyr dentro del marco de lectura. Para ello se 
emplearon los mismos cebadores que para AatsTyr pero modificados en el extremo 3’ 
incluyendo la secuencia correspondiente a HA. Para la obtención de 
AatsTyrSecretado se incluyó el péptido de secreción de Wg en la región N-terminal 
de AatsTyr respetando el marco de lectura. 
 Una vez finalizadas las clonaciones, las construcciones se enviaron a 
BestGene para microinyectar en embriones de mosca. De entre los individuos 
resultantes se seleccionaron las líneas que portaban la construcción (marcada por la 
expresión del gen “white”, en un fondo mutante para este gen) y se balancearon. Se 
obtuvieron inserciones en los cromosomas 1 (balanceados sobre FM3), 2 (balanceado 
sobre Cyo) y 3 (balanceado sobre TM3). 
  
 Los cebadores utilizados para las clonaciones descritas anteriormente son los 
siguientes (se presentan en sentido 5’-3’): 
- Para AatsTyr: 
a) “Forward”: con la diana de restricción de EcoRI 
5´ ACTCAGAATTCGCCGCCACCATGGTCGGAATAACGCCCGCAGA 
 
b) “Reverse”: con la diana de restricción de XhoI 
5´ GACTACTCGAGGCCGCCACCTTATTTAATGGAGCAGTTGGCCA 
 
- Para AatsTyrHA:  
a) “Forward”: con la diana de restricción EcoRI 
5´ ACTCAGAATTCGCCATGGTCGGAATAACGCCCGCAGA  
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- Para AatsTyrSecretado: 
a) “Forward”: con la diana de restricción de EcoRI y la secuencia codificante del 
péptido de secreción de Wingless 
5´ACTCAGAATTCGCCATGGATATCAGCTATATCTTCGTCATCTGCCTGATG
GCCCTGTGCAGCGGCGTCGGAATAACGCCCGCAGA  
b) “Reverse”: con la diana de restricción de XhoI 
5´ GACTACTCGAGGCCGCCACCTTATTTAATGGAGCAGTTGGCCA 
 
3. Líneas de Drosophila melanogaster utilizadas 
 
 
Se muestra a continuación una lista de las diferentes líneas de Drosophila 
melanogaster utilizadas en este trabajo, todas proceden del Bloomington Stock 
Center, excepto aquellas en las que se indique otra procedencia. El mantenimiento de 
las mismas se llevo a cabo siguiendo los procedimientos convencionales. Para una 
descripción más detallada de cada una de las estirpes dirigirse a la página web 
www.flybase.org.  
 
ywhs-FLP; tub>dmyc>Gal4/CyO; UAS-GFP/TM6b (Moreno y Basler 2004) 
ywhs-FLP; tub>CD2>Gal4/CyO; UAS-GFP/TM6b (Moreno y Basler 2004) 
ywhs-FLP; drprΔ5FRT80/TM6B 
ywhs-FLP; FRT82B wasp[1]/TM6B (N. Baker)  
ywhs-FLP; FRT82B psr[null]/TM6B (N. Baker) 
ywhs-FLP; ubi-GFP Rps17[4] FRT80B/TM6b 
ywhs-FLP; mwh FRT80B /TM6b 
ywhs-FLP; FRT82B Ubi-GFP RpS3[Plac92]/TM6B 
UAS-flp/Cyo; FRT82B/TM6b 
UAS-GFP/Cyo 
lgl4 FRT40/ CyO (Allen Shearn) 
ywhs-FLP; ubi GFP FRT40 /CyO 
Hegal4 UAS-GFP/TM6B (P. Pareja) 
UAS-Hid 
UAS-lacZ II 
MATERIAL Y MÉTODOS 
 
	   43	  
UbiGFP RpL27A[1]  FRT40A/Cyo 
ywhs-FLP; act>y+>gal4/SM5-TM6B/ UAS-GFP 
w; apgal4 UAS-GFP/Cyo; tubGAL80ts/TM6B 
UAS-p35/TM6b (Hay et al. 1994) 
UAS-dIAP1 brk-Z/TM6b (Moreno et al. 2002) 
UAS-ARNi AatsTyr (de VDRC) 
 
 3.1 Detalle de las líneas utilizadas en cada experimento 
 
   
 Para generar clones silvestres en un fondo tub>dmyc se procedió tal y como se 
ha descrito anteriormente (Moreno y Basler 2004). En el caso de clones silvestres en 
fondo drpr-/-, wasp-/- y psr-/-, se cruzaron hembras de genotipo ywhs-FLP; 
tub>dmyc>gal4/Cyo; drprΔ5FRT80/TM6B, FRT82B wasp[1]/TM6B o FRT82B 
psr[null]/TM6B con machos ywhs-FLP; UAS-GFP/Cyo; drprΔ5FRT80/TM6B, 
FRT82B wasp(1)/TM6B o FRT82B psr(null)/TM6B. Las larvas se incubaron 15 
minutos a 37ºC y fueron diseccionadas 24, 48 y 72h después de la inducción de los 
clones (DIC). Para la generación de clones silvestres en un fondo mutante para 
draper en ausencia de competición se cruzaron hembras de genotipo ywhs-FLP; 
tub>CD2>gal4/Cyo; drprΔ5FRT80/TM6B con machos ywhs-FLP; UAS-GFP/Cyo; 
drprΔ5FRT80/TM6B. Las larvas se incubaron 10 minutos a 37ºC y fueron 
diseccionadas 96h DIC. 
 
 Para generar clones silvestres drpr-/- en discos M/+, hembras de genotipo 
ywhs-FLP; drprΔ5FRT80 se cruzaron con machos ywhs-FLP; ubi-GFP Rps17[4] 
FRT80B/TM6b. Como control, hembras de genotipo ywhsFLP; mwh FRT80B /TM6b 
se cruzaron con machos ywhsFLP; ubi-GFP Rps17[4] FRT80B /TM6b. En el caso de 
clones silvestres wasp-/- y psr-/- en discos M/+, hembras de genotipo ywhs-FLP; 
FRT82B wasp[1] o ywhs-FLP; FRT82B psr[null] se cruzaron con machos ywhs-FLP; 
FRT82B Ubi-GFP RpS3[Plac92]/TM6B. Como control, hembras de genotipo UAS-
flp/Cyo; FRT82B/TM6b se cruzaron con machos ywhs-FLP; FRT82B ubi-GFP 
RpS3[Plac92)/TM6b. El choque térmico para la generación de los clones se llevo a 
cabo tal y como se ha descrito en (Li y Baker 2007a). 
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 Para generar clones lgl-/- en fondo silvestre o drpr-/-, hembras de genotipo 
ywhs-FLP; lgl4 FRT40A/Cyo o ywhs-FLP; lgl4 FRT40A/Cyo; drprΔ5FRT80/TM6B, 
respectivamente, se cruzaron con machos ywhs-FLP; UbiGFP FRT40A/Cyo o ywhs-
FLP; UbiGFP FRT40A/Cyo; drprΔ5FRT80/TM6B. Las larvas se sometieron a un 
choque térmico de 10 minutos a 37ºC y se diseccionaron 48h después de la inducción 
de los clones. 
 
 Para los experimentos de eliminación de hemocitos se empleó el “driver” 
específico Hegal4 UAS-GFP/TM6B, hembras de este genotipo y se cruzaron con 
machos UAS-Hid o UAS-LacZ en un fondo M/+. Para la generación de clones 
silvestres en discos M/+, hembras de genotipo ywhs-FLP; UbiGFP FRT40A/Cyo; 
Hegal4 UAS-GFP/TM6B se cruzaron con machos UAS-Hid; UbiGFP RpL27A[1]  
FRT40A/; TM6B/+ para matar hemocitos o machos UAS-LacZ; UbiGFP RpL27A[1] 
FRT40A/+; TM6B/+como control. Las larvas se sometieron a un choque térmico de 
10 minutos a 37ºC y se diseccionaron 72h después de la inducción de los clones. 
  
 Para los experimentos de atracción de hemocitos, hembras de genotipo ywhs-
FLP; act>y+>gal4/SM5-TM6B/ UAS-GFP se cruzaron con machos UAS-
AatsTyrSecretada. Las larvas se sometieron a un choque térmico de 10 minutos a 
37ºC y se diseccionaron 48h después de la inducción de los clones. Para bloquear la 
apoptosis hembras de genotipo ywhs-FLP; UAS-p35/”; act>y+>gal4, UAS-
GFP/TM6B se cruzaron con machos de los siguientes genotipos: UAS- 
AatsTyrSecretada y UAS-AatsTyr. Las larvas se sometieron a un choque térmico de 
10 minutos a 37ºC y se diseccionaron 72h después de la inducción clónica. En el caso 
de los cruces de apterous, hembras de genotipo w; apgal4 UAS-GFP/Cyo; 
tubGAL80ts/TM6B se cruzaron con machos UAS-AatsTyrSecretada/”; UAS-dIAP-
1/TM6B o UAS-dIAP-1. Las larvas se mantuvieron a 17ºC (para evitar la letalidad 
embrionaria derivada de la sobreexpresión de AatsTyrSecretada) hasta L2, después se 
mantuvieron a 29ºC y se diseccionaron 48h después del cambio de temperatura. 
 
 Para el estudio de AatsTyr en hemolinfa, se generó el siguiente recombinante 
ywhs-FLP; tub>dmyc>gal4, AatsTyrHA/Cyo; UAS-GFP/TM6B. Hembras de este 
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genotipo se cruzaron con machos UAS-LacZ o UAS-ARNi AatsTyr. Las larvas se 
sometieron a un choque térmico 15 minutos a 37ºC y se analizaron 48h después de la 
inducción de los clones. Como control negativo se emplearon larvas yw. 
 
4. Test mutante draper: tinción con anti-Caspasa 3 activada  
  
 
 El gen draper se describió inicialmente como implicado en procesos de 
fagocitosis en glia en Drosophila, así en un fondo mutante se produce una 
acumulación de células apoptóticas que no son eliminadas (Freeman et al. 2003). Para 
comprobar el fondo mutante se llevó a cabo una tinción contra Caspasa-3 activada en 
discos mutantes para draper y discos silvestres (Figura 23). La tinción permitió 
comprobar la acumulación de células Caspasa-3 positivas en el fondo mutante para 
draper en comparación con el fondo silvestre (Figura 23).  
 
 
5. Cultivos celulares y estudios de transactivación 
 
 
 Para la activación de las secuencias UAS en los experimentos de 
transactivación en cultivos celulares se utilizó el plásmido actα1>Gal4 (cedido por K. 
Basler). Para la detección de dAatsTyr se utilizó una construcción con el péptido HA 
Figura 23. Tinción contra Caspasa-3 en discos silvestres y discos mutantes para draper. Se 
observa la acumulación de células Caspasa-3 positivas en un fondo mutante para draper (B) en 
comparación con un fondo silvestre (A). 	  
MATERIAL Y MÉTODOS 
 
	   46	  
clonado en el región C-terminal de dAatsTyr en el plásmido pUAST. El plásmido 
pUAST-GFP se utilizó como control de transfección. 1.5 x 106 células S2 de 
Drosopihla se transfectaron con el kit SuperFect (QIAGEN) añadiendo 0.2µg de 
ADN de cada plásmido. Para la extracción proteica las células se trataron con un 
buffer que contenía: PBS/NaCl 150mM y Tritón 1%. 
 
 Para los experimentos de deprivación de suero, las células S2 se cultivaron en 
medio Schneider (Sigma) suplementado con 10% de suero fetal bovino y antibióticos 
(penicilina y estreptomicina) durante 24 horas en placas de 12 pocillos. Se sustituyó el 
medio completo por medio libre de suero (medio para insectos Grace (Lonza)) en la 
mitad de los pocillos y se añadió medio normal a la otra mitad. Se mantuvo el cultivo 
otras 24 horas. Se recogieron la fracción celular y el sobrenadante a las 6 y a las 24 
horas de los cultivos de células con suero y sin suero. Para determinar la muerte 
celular en el cultivo se empleó el marcador de ácidos nucleicos SYTOXR Green 
(Invitrogen). 
 
 Para los western blot, se utilizaron geles de 4-12% Bis-Tris NuPAGE 
(Invitrogen), y los siguientes anticuerpos primarios: rata anti-HA (1:2000) (Roche) y 
ratón anti-tubulina (1:1000000) (Sigma). Los anticuerpos secundarios utilizados 
fueron: anti-rata Alexa 680 y anti-ratón Alexa 800 (1/2000), desarrollados en cabra, 
(Invitrogen). Las imágenes se obtuvieron con un ODYSSEY infrared Imaging system 
junto con el ODYSSEY software versión 2.0.40 de LICOR Biosciences.  
 
6. Extracción y preparación de hemolinfa larvaria 
 
 
Todas las soluciones y el material utilizado para la extracción eran estériles. 
La extracción de hemolinfa se llevo a cabo mediante un micromanipulador del tipo 
TranferMan NK 2 dotado con una trampa de aire CellTram y dos brazos articulados 
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Para la inyección se utilizaron capilares del tipo TranferTips-F (ICSI) 




Las larvas se agruparon por genotipos y se colocaron en un adaptador de 
microscopio invertido Leica DMI-6000B, equipado con una cámara Hamamatsu 
CCD. Para reducir la movilidad de las mismas, se pegaron al borde de un porta y se 
mantuvieron a baja temperatura mediante la colocación de dos depósitos de hielo seco 
Figura 24. Micromanipulador TransferMan NK tipo 2. Se muestra uno de los brazos 
articulados del micromanipulador (izquierda). En el extremo del mismo se encuentra un soporte 
para colocar las agujas de inyección. El movimiento del brazo articulado se dirige por control 
remoto (derecha). 	  
Figura 25. Capilar de tipo TranferTip-F (ICSI). Detalle de unos de los capilares utilizados para 
la extracción de hemolinfa.  	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que flanqueaban el adaptador (Figura 26 y Figura 27). Se monitorizó todo el proceso 
de inyección mediante el software LAS AF de Leica (versión 2.4) en un microscopio 




Figura 26. Adaptador de microscopio invertido Leica DMI-6000. Se muestra la localización del 
porta en el centro del adaptador, tal y como se empleó para la disposición de las larvas. A ambos 
lados se localizan los depósitos de hielo seco. 	  
Figura 27. Colocación del adaptador Leica DMI-6000 en el microscopio de fluorescencia. Se 
muestra la localización del adaptador en el microscopio tal y como se utilizó durante la extracción 
de hemolinfa. 	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Una vez pinchadas adecuadamente, la hemolinfa de las diferentes larvas se 
absorbió en capilares individuales controlando la presión mediante la trampa de aire 
CellTram y se transfirió a eppendorf que contenían 10µm de un buffer estabilizador 
de proteínas. Se centrifugaron las muestras a 10.000 rpm durante 10 minutos para 
eliminar las células en suspensión y, finalmente se analizaron finalmente por western 
blot.  
 
Para las imágenes de hemocitos, se tomaron larvas de los siguientes genotipos 
Hegal4 UAS-GFP UAS-Hid y Hegal4 UAS-GFP UAS-LacZ. Las larvas se secaron y 
se abrieron con forceps. La hemolinfa se cargó mediante una pipeta y se depositó en 






 Para las tinciones de disco imaginal se procedió de la siguiente manera: se 
diseccionaron las larvas en PBS y se fijaron en formaldehído al 4% durante 20 
minutos a temperatura ambiente. A continuación, se permeabilizaron y bloquearon en 
un solución de PBT 0,1% + BSA al 1% (PBS 1X, Tritón 0,1%, BSA 1%) durante 1 
hora y se incubaron con los anticuerpos primarios correspondientes durante una 
noche. Tras la incubación se lavaron 2 veces con la solución de PBT+BSA, 20 
minutos cada vez. Se incubaron con los anticuerpos secundarios conjugados con 
diferentes fluoróforos (488, 546 y 647) durante 1 hora y media en oscuridad (para 
preservar la fluorescencia). Tras la incubación se lavaron 3 veces, las dos primeras 20 
minutos en la solución de PBT+BSA y la última 30 minutos en PBS. Finalmente los 
discos se montaron en un porta en una gota de Vectashield (protector de 
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8. Anticuerpos utilizados en el estudio 
 
 
 Se utilizaron los siguientes anticuerpos primarios: conejo anti-Caspasa-3 
activada (1/100) (Cell signaling Technology), ratón anti-Serpent (1/1000) (Pastor 
Pareja), rata anti-HA (1/500) (Roche). Los anticuerpos secundarios utilizados 
(conjugados con diferentes fluoróforos) fueron: anti-conejo Alexa 546, anti-rata 
Alexa 546 y anti-ratón Alexa 647 (desarrollados en cabra, Invitrogen). 
 
9. Cuantificaciones y análisis estadísticos 
 
 
 El número de clones positivos para GFP se cuantificó en todos los discos 
utilizando Imaje-J 1.44a software. La cuantificación de las células positivas para 
Caspasa-3 se llevó a cabo utilizando el Photoshop® CS3 versión extendida: se marcó 
el área de la bolsa alar y se cuantificaron los puntos positivos para Caspasa-3 
mediante la herramienta de contaje. El promedio y al desviación estándar de estos 
datos fueron calculados para cada tiempo (24, 48 y 72h). Todas las barras de error 
representan, excepto donde se indique otra cosa, la desviación estándar. 
 Los datos resultantes de las cuantificaciones se analizaron estadísticamente 
utilizando una T-Student. Las gráficas se generaron en Microsoft Excel. 
 
 
10. Adquisición de imágenes de microscopía y análisis 
 
 
 Todas las imágenes de microscopía confocal se tomaron en un microscopio 
LEICA TCS-SP2-AOBS o LEICA TCS-SP5 (Leica Microsystems). Se analizaron y 
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Se ha publicado que los genes de fagocitosis draper, wasp y psr son 
necesarios en las células ganadoras para matar y fagocitar a las células perdedoras 
durante la competición celular, siendo draper el gen con el fenotipo más fuerte (Li y 
Baker 2007a).  
Con el fin de establecer la relevancia de estos genes se llevó a cabo un ensayo 
de supercompetición. Para ello, se utilizó el sistema de competición celular por 
inducción de clones silvestres en un tejido con niveles elevados de dMyc (Moreno y 
Basler 2004). Las células con niveles elevados de dMyc (denominadas 
supercompetidoras, (Moreno y Basler 2004)) son capaces de eliminar a las células 
silvestres circundantes, que actúan entonces como perdedoras (Figura 28, para más 





Se generaron clones de células silvestres en un entorno de células dMyc en el 
disco imaginal de Drosophila melanogaster en dos ambientes: fondo silvestre, como 
control de la competición (Figura 29A)  y fondo mutante para draper (Figura 29B). 
 
Figura 28. Esquema del 
sistema de generación de 
clones silvestres en un fondo 
con niveles elevados de dMyc. 
Una vez expresada, la Flipasa 
es capaz de reconocer las 
secuencias FRT e inducir su 
recombinación. Como 
consecuencia se produce la 
escisión del gen dmyc y el 
codón de STOP. Es entonces 
cuando comienza a expresarse 
el factor de transcripción gal4 
que finalmente, se une a la 
secuencia UAS e induce la 
expresión de GFP, que marca 
las células perdedoras.  	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Con el fin de determinar el papel del gen draper en la eliminación de las 
células perdedoras se estudió el proceso de supercompetición a diferentes tiempos 
(24, 48 y 72 horas tras la inducción de clones). Se observó que del mismo modo que 
ocurre en el fondo silvestre (Figura 30A-C), las células perdedoras eran también 
















Se llevó a cabo la cuantificación del número de clones perdedores a 24, 48 y 
72h en ambas situaciones. El análisis estadístico de varias muestras permitió concluir 
Figura 29. Supercompetición 
en fondo silvestre y en fondo 
mutante para draper. Células 
perdedoras (verde, GFP) 
rodeadas de células 
supercompetidoras en fondo 
silvestre (A, azul, DAPI) y en 
fondo mutante para draper (B). 	  
Figura 30. Supercompetición en fondo silvestre y en fondo mutante para draper a diferentes 
tiempos. Las células “perdedoras” (verde, GFP) son eliminadas por las células “ganadoras” 
(tub>dmyc) tanto en fondo silvestre (A-C, azul, DAPI) como en fondo mutante para draper (D-F).  	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que no había diferencias significativas en la eliminación de las células perdedoras en 
el fondo mutante para draper, en comparación con el fondo silvestre (Figura 31). 
 
 
 Para verificar que la eliminación de las células perdedoras era consecuencia de 
la competición celular se generaron clones silvestres (tub>CD2>gal4) en ausencia de 
competición en un fondo mutante para draper y se analizaron los discos 96 horas 
después de la generación de los clones. Se comprobó que los clones no habían sido 








Figura 31. Cuantificación del número de clones perdedores en el ensayo de supercompetición 
a diferentes tiempos. El número de animales analizados se indica como N. Las barras representan 
las desviaciones estándar de cada grupo de datos. No hay diferencias significativas de acuerdo con 
la t de Student (p> 0,01; n.s.: no significativo). 	  
Figura 32. Clones silvestres en fondo mutante para draper en ausencia de competición celular. 
Clones silvestres (verde, GFP) rodeados de células silvestres (tub>CD2) en fondo mutante para 
draper a 96 horas (azul, DAPI). Caspasa-3 en rojo (para identificar fondo drpr-/-, ver apartado de 
material y métodos). 	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 En conjunto estos resultados muestran que las células perdedoras siguen 
siendo eliminadas durante la supercompetición en un fondo mutante para draper. 
 




El resultado final de la competición celular es la muerte por apoptosis de las 
células perdedoras (Moreno et al. 2002, Rhiner et al. 2010). Los restos apoptóticos 
son extruídos basalmente y finalmente eliminados del tejido (Moreno y Basler 2004). 
En este sentido, la activación de la Caspasa-3, uno de los marcadores característicos 
de la muerte por apoptosis, se puede utilizar para detectar la muerte de las células 
perdedoras durante la competición celular.  
Con el fin de estudiar la muerte de las células perdedoras en un fondo mutante 
para draper, se llevó a cabo una tinción contra Caspasa-3. Se observó que las células 
perdedoras activaban Caspasa-3 y eran extruídas basalmente (en un corte transversal) 




3. Las células perdedoras son eliminadas en ausencia de fagocitosis durante la 
competición inducida por Minutes. 
 
 
Según lo referido en las publicaciones de Baker y Li (Li y Baker 2007a, b), los 
genes de fagocitosis son necesarios en las células ganadoras para matar a las células 
Figura 33. Corte transversal de un disco imaginal en fondo mutante para draper (drpr-/-). Se 
observa la extrusión basal de un clon de células perdedoras (verde, GFP) y activación de Caspasa-3 
(rojo) en dichas células (azul, DAPI). 	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perdedoras en la competición inducida por Minutes. Así, células ganadoras mutantes 
para cualquiera de estos genes deberían ser incapaces de eliminar a las células 
perdedoras durante la competición celular. Para analizar la relevancia de esta 
proposición a la luz de los resultados obtenidos en los ensayos de supercompetición, 
se llevó a cabo un estudio de competición con Minutes. Se confrontaron células 
perdedoras M/+ (mutantes heterozigotas para un gen de una proteína ribosomal) con 
células +/+ ganadoras (Figura 
34) bien mutantes para draper 
o bien silvestres (Figura 35). 
    
    
 
 
Figura 34. Esquema del 
sistema de generación de 
clones mutantes para draper 
en un fondo Minute 
heterozigoto Una vez 
expresada, la Flipasa induce la 
recombinación de las 
secuencias FRT. Así, se 
generan células silvestres 
“ganadoras”, mutantes para 
draper en un fondo Minute/+ 
de células “perdedoras”. La 
mutación Minute es letal en 
homocigosis, así las células M-
/- mueren. 	  
Figura 35. Competición celular inducida por Minutes. Las células “perdedoras” (verde, GFP) 
son eliminadas por las células “ganadoras” (negro) bien silvestres (A-C) o mutantes para draper 
(D-F). La activación de Caspasa-3 se muestra en rojo. DAPI en azul. 	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 Para determinar el efecto de la mutación draper en células ganadoras sobre la 
muerte de las células perdedoras, se cuantificó el número de células Caspasa-3 
positivas en la totalidad del territorio M/+ (células perdedoras, Figura 36) y en la 








 El análisis estadístico indicó que no había diferencias significativas entre 
ambas situaciones. Se relacionaron entonces las dos medidas obteniendo el porcentaje 
de células apoptóticas en el borde de la población M/+ con respecto al total (Figura 
38), ya que la competición ocurre principalmente en el borde. De nuevo, el análisis 
Figura 36. 
Cuantificación del 
número total de 
células Caspasa-3 
positivas en el 
territorio M/+. El 
número de animales 
analizados se indica 
como N. Las barras 
representan las 
desviaciones 
estándar. No hay 
diferencias 
significativas de 
acuerdo con la t de 
Student (p> 0,01; 
n.s.: no 
significativo).  	  
                                                  
Figura 37. 
Cuantificación del 
número de células 
Caspasa-3 positivas 
en la periferia de la 
población M/+. El 
número de animales 
analizados se indica 
como N. Las barras 
representan las 
desviaciones 
estándar. No hay 
diferencias 
significativas de 
acuerdo con la t de 
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Se repitió el mismo experimento con los otros dos genes previamente 
relacionados con la fagocitosis: wasp y psr. Se confrontaron células perdedoras M/+  







positivas en la 
periferia de la 
población M/+ con 
respecto al total de 
células Caspasa-3 
positivas en la 
población M/+. El 
número de animales 
analizados se indica 
como N. Las barras 
representan las 
desviaciones 
estándar. No hay 
diferencias 
significativas de 
acuerdo con la t de 
Student (p> 0,01; 
n.s.: no 
significativo).  	  
Figura 39. Esquema del 
sistema de generación de 
clones mutantes para wasp o 
psr en un fondo Minute 
heterozigoto Una vez 
expresada, la Flipasa induce la 
recombinación de las 
secuencias FRT. Así, se 
generan células silvestres 
“ganadoras”, mutantes para 
wasp o psr en un fondo 
Minute/+ de células 
“perdedoras”. La mutación 
Minute es letal en homocigosis, 
así las células M-/- que se 
forman en la recombinación 
mueren una vez generadas. 	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 Se cuantificó al igual que en el caso de  draper, el número de células Caspasa-
3 en la totalidad y en el borde de la población M/+ cuando las células ganadoras eran 
bien mutantes para wasp o psr o bien silvestres (Figura 41 y Figura 42). La valoración 
estadística concluyó nuevamente que no había diferencias significativas entre ambas 
situaciones. 
Figura 40. Competición celular inducida por Minutes. Las células “perdedoras” (verde, GFP) 
son eliminadas por las células “ganadoras” (negro) bien silvestres (A-C) o bien mutantes para wasp 
(D-F) o psr (G-I). La activación de Caspasa-3 se muestra en rojo. DAPI en azul. 	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Figura 41. Cuantificación del número total de células Caspas-3 positivas en el territorio M/+. 
El número de animales analizados se indica como N. Las barras representan las desviaciones 
estándar. No hay diferencias significativas de acuerdo con la t de Student (p> 0,01; n.s.: no 
significativo).  	  
Figura 42. Cuantificación del número de células Caspasa-3 positivas en la periferia de la 
población M/+. El número de animales analizados se indica como N. Las barras representan las 
desviaciones estándar. No hay diferencias significativas de acuerdo con la t de Student (p> 0,01; 
n.s.: no significativo). 	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 Se relacionaron de nuevo ambas medidas obteniéndose el porcentaje de 
células Caspasa-3 en el borde con respecto al total comprobándose que no había 








 En conjunto estos resultados indican que las células ganadoras no requieren la 
expresión de los genes de fagocitosis para inducir muerte en las células perdedoras 
durante la competición inducida por Minutes. 
 
4. En ausencia de fagocitosis se produce una acumulación basal de cuerpos 
apoptóticos en la “competición celular” inducida por lgl. 
 
 
 Los clones de células mutantes para supresores tumorales como scrib, lgl o dlg 
son eliminados y fagocitados por las células silvestres circundantes, en un proceso de 
tipo competitivo (Ohsawa et al. 2011). Sin embargo, todavía no está claro si este 
fenómeno está relacionado genéticamente con la competición celular. Para estudiar 
esta relación generamos clones mutantes para el supresor tumoral lgl (Figura 44) en 
un fondo silvestre y en un fondo mutante para draper (Figura 45). Se llevó a cabo una 
Figura 43. Porcentaje 
de células Caspasa-3 
positivas en la 
periferia de la 
población M/+ con 
respecto al total de 
células Caspasa-3 
positivas en la 
población M/+. El 
número de animales 
analizados se indica 
como N. Las barras 
representan los errores 
típicos de cada grupo 
de datos. No hay 
diferencias 
significativas de 
acuerdo con la t de 
Student (p> 0,01; n.s.: 
no significativo).  
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tinción con Caspasa-3 y se observó una acumulación de células muertas en el interior 
de los clones lgl (“perdedores”) en el fondo mutante para draper en comparación con 








Figura 44. Esquema del 
sistema de generación de 
clones mutantes para lgl en 
un fondo células silvestres. 
Una vez expresada, la Flipasa 
induce la recombinación de las 
secuencias FRT. Así, se 
generan células “perdedoras”, 
mutantes para lgl en un fondo 
silvestre de células 
“ganadoras”. Como 
consecuencia de la 
recombinación se generan 
células silvestres con dos copias 
de gfp. 	  
Figura 45. Generación de clones lgl en un fondo silvestre (A-C) y en un fondo mutante para 
draper (D-F). Obsérvese la acumulación de células apoptóticas (rojo, Caspasa3) en el interior de 
los clones lgl-/- perdedores (marcados por ausencia de GFP) en el fondo mutante para draper (azul, 
DAPI). (Células silvestres ganadoras marcadas con GFP).   	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 El análisis detallado de las muestras permitió comprobar que la mayor parte de 






 Estos resultados apuntan al hecho de que en ausencia del gen de fagocitosis 
draper, se produce una acumulación de restos apoptóticos de las células lgl 
“perdedoras” que son extruídos y se acumulan basalmente. 
 
5. Los hemocitos son reclutados durante la competición celular. 
 
 
 Las evidencias acumuladas hasta el momento indican que: 1) la inactivación 
específica de la fagocitosis en las células ganadoras no supone una disminución en el 
número de células perdedoras muertas en el borde entre células ganadoras y 
perdedoras (apartado 3 de resultados). 2) Asimismo, durante la “competición inducida 
por lgl”, las células silvestres “ganadoras” matan a las células “perdedoras” quedando 
entonces como cuerpos apoptóticos acumulados en la zona basal de los discos 
imaginales. Estos resultados apuntan a la posibilidad de que algún otro tipo celular 
lleve a cabo la mayor parte de la fagocitosis y eliminación de los restos celulares una 
vez que las células han muerto y han sido extruídas basalmente. 
Figura 46. Corte transversal de discos imaginales con competición inducida por lgl. Los 
cuerpos apoptóticos (rojo, Caspasa3) de las células lgl-/- perdedoras (marcados por ausencia de 
GFP) se acumulan basalmente en el fondo mutante para draper (D-F) en comparación con el fondo 
silvestre (A-C, azul, DAPI). (Células silvestres ganadoras marcadas con GFP).   	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 En Drosophila las células encargadas de la actividad macrofágica son los 
hemocitos. Éstos cumplen numerosas funciones durante el desarrollo y la inmunidad, 
entre otras la eliminación de los cuerpos apoptóticos y los restos celulares (Abrams et 
al. 1993, Franc et al. 1999a, Franc et al. 1999b, Franc et al. 1996, Tepass et al. 1994). 
En los discos imaginales, así como en otros epitelios, los cuerpos apoptóticos son 
extruídos basalmente (Rosenblatt et al. 2001). Del mismo modo, se sabe que durante 
la competición celular las células perdedoras sufren apoptosis y son extruídas 
basalmente (Moreno y Basler 2004). Sin embargo, el papel de los hemocitos en la 
eliminación de las células perdedoras durante la competición celular es desconocido. 
 
 Con el fin de estudiar esta posible participación, decidimos en primer lugar  
determinar la presencia de hemocitos en los lugares de competición celular. Para 
revelar este reclutamiento teñimos contra el factor de transcripción GATA, Serpent 
(Srp), específico de hemocitos (Lebestky et al. 2000), en diferentes escenarios de 
competición. De esta manera observamos la presencia de hemocitos en torno a células 




 La detección de hemocitos también se observó en un ensayo de competición 
inducida por Minutes y en la competición celular inducida por lgl: los hemocitos se 
localizaban próximos a las células M/+ en el primer caso y a los clones lgl, en el 
segundo caso (Figura 54). 
 
 
Figura 53. Hemocitos en un ensayo de supercompetición. Los hemocitos (magenta, Srp) migran 
y aparecen rodeando a clones de células perdedoras (verde, GFP) en un escenario de 
supercompetición. (DAPI en azul). 	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 La expresión de las citoquinas “unpaired” (upd 1, 2 y 3 en Drosophila) se ha 
relacionado con la proliferación de hemocitos en respuesta a la activación de JNK en 
tumores o daño tisular en Drosophila (Pastor-Pareja et al. 2008). En base a estos 
resultados nos centramos en estudiar la actividad de estas citoquinas durante la 
competición celular y su posible relación con la presencia de hemocitos que 
detectamos. Para ello utilizamos el reportero upd-Z en un ensayo de 
supercompetición: generando clones de células silvestres en un fondo tub>dmyc. La 
tinción contra beta-galactosidasa permitió concluir que las células silvestres 
perdedoras en el fondo tub>dmyc no expresaban upd (Figura 55, Dpp-Z se utilizó 











Figura 54. Hemocitos en diferentes escenarios de competición celular. Los hemocitos (magenta, 
Srp) se localizan próximos a células M/+ (GFP) en la competición inducida por Minutes (A-D) y a 
los clones lgl-/- (ausencia de GFP) en la competición inducida por lgl (E-H). (DAPI en azul).	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 Finalmente, para verificar que la expresión de upd no estaba implicada en la 
presencia de los hemocitos durante la competición celular, sobreexpresamos upd en 
clones silvestres y teñimos contra Serpent. La tinción reveló que no había hemocitos 
en torno a los clones silvestres (Figura 56). 
 
 Estas observaciones sugieren que los hemocitos son reclutados durante 
diferentes escenarios de competición celular.  
Figura 55. Expresión reportera de upd (upd-Z) en supercompetición. Las células silvestres 
perdedoras (verde, GFP) no expresan upd  (magenta) en un escenario de supercompetición a las 
48h después de la inducción de los clones (D-F). Dpp-Z se utiliza como control positivo para la 
tinción contra beta-galactosidasa (magenta) (A-C). (DAPI en azul). 	  
Figura 56. Sobreexpresión de upd en clones silvestres. Las células silvestres (A, verde, GFP) 
sobreexpresan upd  en fondo silvestre. (B) Tinción contra Serpent (magenta, Srp). No se observa la 
presencia de hemocitos en torno a los clones silvestres. 
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6. Los hemocitos eliminan los cuerpos apoptóticos durante la competición 
inducida por Minutes. 
 
 
 Se llevaron a cabo una serie de experimentos dirigidos a entender el papel 
funcional de los hemocitos en la eliminación de las células perdedoras durante la 
competición celular inducida por Minutes en el disco imaginal de Drosophila 
melanogaster. Para ello se eliminaron los hemocitos mediante la sobrexpresión del 
gen proapoptótico hid valiéndose del promotor específico de hemocitos, Hemese 
(Kurucz et al. 2003). Los hemocitos marcados con GFP (HemeseGal4 GFP), 
mostraban un fenotipo apoptótico cuando se sobrexpresaba hid: eran más pequeños y 
el núcleo aparecía desorganizado en comparación con los hemocitos silvestres (Figura 



















 Utilizando este método para matar hemocitos, se diseccionaron discos 
imaginales con una población homogénea de células M/+ (en los que no se ha 
inducido la competición celular) procedentes de larvas silvestres y se compararon con 
discos de larvas donde se habían matado a los hemocitos. Se llevo a cabo una tinción 
Figura 47. Frotis de hemolinfa de larvas  HemeseGal4 GFP. Los hemocitos (verde, GFP)  
muestran un fenotipo apoptóticos cuando se sobreexpresa el gen proapoptótico hid (B) en 
comparación con hemocitos silvestres (A). 	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contra Caspasa-3 y se observó una acumulación de cuerpos apoptóticos (resultantes 
de las apoptósis que ocurre de forma natural durante el desarrollo) en los discos 
procedentes de larvas donde se había inducido apoptósis exclusivamente en 
hemocitos (Figura 48). A la vista de este resultado, los hemocitos parecen jugar un 
papel en la retirada de los restos de células apoptóticas. 
 
 
 A continuación, se indujo competición por Minutes, generando clones de 
células silvestres en fondo M/+. De nuevo se observó una acumulación de células 
apoptóticas en los discos procedentes de larvas con hemocitos que sobreexpresaban 
hid en comparación con larvas silvestres (Figura 49). 
 
Figura 48. Discos imaginales 
M/+ procedentes de larvas 
Hemese (A) o Hemese hid (B). 
La muerte de los hemocitos 
(HemeseGal4 hid) produce una 
acumulación de cuerpos 
apoptóticos (rojo, Caspasa-3, B) 
en comparación con una 
situación silvestre 
(HemeseGal4, A).  	  
Figura 49. La muerte de los hemocitos produce una acumulación de restos apoptóticos durante la 
competición inducida por Minutes. Los cuerpos apoptóticos de células M/+ “perdedoras” (verde, 
GFP) se acumulan en ausencia de hemocitos funcionales (Hemese>hid, D-F) en comparación con un 
ambiente silvestre (A-C). (Células ganadoras marcadas por ausencia de GFP, azul, DAPI). 	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 Estas diferencias resultaron ser estadísticamente significativas al cuantificar el 
número total de células Caspasa-3 positivas en la totalidad de la bolsa alar y en la 
periferia del territorio M/+ en contacto con los clones de células ganadoras (2-3 










 De la misma manera se observó que en ausencia de hemocitos funcionales la 
mayor parte de los cuerpos apoptóticos eran extruídos, localizándose en la zona basal 
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 Conjuntamente, estos resultados indican que los hemocitos no son necesarios 
para matar a las células perdedoras durante la competición inducida por Minutes. Su 
papel, no obstante, se centraría en la eliminación de los restos apoptóticos de las 
células perdedoras, una vez han muerto por apoptosis y han sido extruídas 
basalmente.  
 
 Dado que se sabe poco de las moléculas implicadas en el reclutamiento de 
hemocitos nos decidimos a buscar posibles señales que pudieran actuar como 
quimioatrayentes. 
 
7. La dTirosil-ARNt sintetasa es secretada por células S2 en condiciones de 
deprivación de suero y por las células perdedoras durante la competición celular. 
 
 
 Las Aminoacil-ARNt sintetasas forman parte de la maquinaria de traducción 
celular y su función canónica consiste en catalizar la reacción de unión de un 
aminoácido específico con su correspondiente ARNt. Sin embargo, más allá de su 
función estrictamente canónica, algunas de estas enzimas han ido incorporando 
nuevas funciones a lo largo de la evolución (Giege et al. 1993, Schimmel 1987). Este 
es el caso de la Tirosil-ARNt sintetasa humana, denominada AatsTyr, que se ha 
descrito es secretada por células apoptóticas humanas en condiciones de deprivación 
de suero (Wakasugi y Schimmel 1999).  
 
 
Figura 52. Corte transversal de discos imaginales en competición inducida por Minutes en 
ausencia de hemocitos funcionales. Los cuerpos apoptóticos de las células M/+ perdedoras 
(verde, GFP, A) se acumulan basalmente. Caspasa-3 en rojo (B). (DAPI en azul). 	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 En base a estas experiencias previas, nuestro interés se centró en determinar si 
dAatsTyr, el homólogo de AatsTyr en Drosophila, era secretada en condiciones 
similares durante la competición celular, principalmente porque recientemente se ha 
descrito que células cultivadas en condiciones de deprivación de suero recapitulan 
ciertos aspectos del fenómeno competitivo (Portela et al. 2010). En primer lugar, 
transfectamos células S2 de Drosophila con dAatsTyr marcada con un epítopo HA 
(hemaglutinina, para más detalles ver el apartado de material y métodos) y las 
cultivamos en condiciones normales y en condiciones de deprivación de suero tal y 
como se ha descrito anteriormente (Portela et al. 2010). A las 6 y a las 24 horas tras la 
transfección se recogió el sobrenadante y la fracción celular y se analizaron por 
western blot. La tinción específica con el anticuerpo anti-HA permitió observar la 
presencia de dAatsTyr en el sobrenadante a las 24 horas de cultivo en ausencia de 
suero (Figura 57). Se utilizó la tubulina como control negativo para descartar que la 
secreción de dAatsTyr fuera debida a lisis celular.  
 
 
 Asimismo se comprobó el estado celular con el marcador de muerte Sytox 
Green comparando células S2 cultivadas en presencia y en ausencia de suero a las 24 
horas (Figura 58). 
Figura 57. Western Blot de fracción celular y sobrenadante de células S2 transfectadas con 
dAatsTyrHA. Las células S2 de Drosophila se cultivan en presencia (+) o en ausencia (-) de suero 
según se indica. El anticuerpo anti-HA se utiliza para detectar la expresión de dAatsTyr y el anti-
tubulina como control negativo para descartar lisis celular. Nótese la presencia de una banda en la 
fracción de sobrenadante a las 24 horas de cultivo en ausencia de suero en comparación con el 
cultivo a las 24 horas con suero.  	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 A continuación quisimos comprobar si dAatsTyr también era secretada 
durante la competición celular. Para ello, extrajimos la hemolinfa de larvas 
tub>dmyc>gal4 donde se había inducido competición celular por choque térmico y 
dAatsTyrHA sólo se expresaba en células perdedoras. El análisis por western blot 
determinó la presencia de AatsTyrHA en la hemolinfa de larvas con competición 
celular en comparación con larvas silvestres (Figura 59A). Se empleó un ARNi contra 
dAatsTyr que sirvió para confirmar que la banda correspondía específicamente a 













Figura 58. Imagen de microscopía de células S2 en ausencia y en presencia de suero a las 24 
horas. Nótese que las células S2 cultivadas en un medio con suero (A) presentan unos niveles de 
muerte (verde, Sytox Green) semejantes al cultivo en un medio sin suero (B). 	  
Figura 59. Western blot de hemolinfa de larvas de diferentes genotipos. (A) Genotipos: ywhs-
Flp; tub>dmyc>gal4, dAatsTyrHA, primer pocillo, yw, segundo pocillo. Se utiliza la tubulina como 
control negativo. Se observa la presencia de una banda de HA en condiciones de competición 
celular (primer pocillo) en comparación con la condición silvestre (segundo pocillo) (B) Genotipos: 
ywhs-Flp; tub>dmyc>gal4, AatsTyrHA (AatsTyrHA, primer pocillo); ywhs-Flp; tub>dmyc>gal4, 
dAatsTyrHA, dAatsTyrARNi (AatsTyrARNi, segundo pocillo) y yw (silvestre, tercer pocillo). Los 
niveles de dAatsTyrHA disminuyen cuando se expresa el ARNi específico y la banda HA aparece 
al peso molecular esperado para la proteína AatsTyr (alrededor de unos 52kD). La tubulina se 
utiliza como control de carga. 	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 Para comprobar que eran las células perdedoras las que secretaban dAatsTyr 
llevamos a cabo una tinción extracelular (previamente descrita por (Strigini y Cohen 
2000)) en discos imaginales con competición celular. El análisis por microscopía 
confocal reveló que dAatsTyr era secretada específicamente por las células 





 Los resultados presentados indican que la proteína dAatsTyr es secretada en 
diferentes condiciones apoptóticas, tales como la deprivación de suero de células en 
cultivo y la muerte de las células perdedoras durante la competición celular. A 
continuación nos preguntamos si dAatsTyr podía actuar como quimioatrayentes para 
hemocitos. 
 




 Una vez secretada durante la apoptosis, la proteína AatsTyr humana sufre un 
corte proteolítico, dando lugar a dos fragmentos con actividad citocínica capaces de 
Figura 60. Tinción extracelular de disco imaginal con competición celular. Las células 
silvestres perdedoras (verde, GFP) secretan dAatsTyr (rojo, HA) en un escenario de 
supercompetición. (DAPI en azul). 	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atraer linfocitos y macrófagos, que finalmente se encargan de eliminar los restos 
apoptóticos (Wakasugi y Schimmel 1999). 
  
  
 Quisimos estudiar la implicación de la secreción de dAatsTyr en la atracción 
de hemocitos en el disco imaginal de Drosophila melanogaster. Para forzar la  
secreción de dAatsTyr generamos una proteína de fusión, que denominamos 
dAatsTyrSecretada, con el péptido de secreción de la proteína Wingless (para más 
detalles ver el apartado de material y métodos). Para probar si esta construcción era 
suficiente para inducir la atracción de macrófagos, primero coexpresamos 
dAatsTyrSecretada con dIAP-1 (inhibidor de apoptosis 1 en Drosophila), para evitar 
los posibles efectos derivados de la alteración de la maquinaria de traducción y la 
apoptosis aleatoria. La tinción contra el marcador de hemocitos Serpent reveló que la 
expresión en clones silvestres de dAatsTyrSecretada era capaz de inducir la atracción 





 Para verificar que el fenotipo observado era debido a la secreción forzada de 
AatsTyr, lo comparamos con la sobreexpresión en clones silvestres de la forma 
natural, dAatsTyr. De nuevo, la sobreexpresión de dAatsTyrSecretada, en 
combinación con p35 (otro inhibidor de la apoptosis) en este caso, indujo la atracción 
de hemocitos (Figura 62). 
Figura 61. dAatsTyrSecretada induce la atracción de hemocitos. Clones de células silvestres (verde, 
GFP) que sobreexpresan dIAP-1 y dAatsTyrSecretada (A) inducen la atracción de hemocitos (B, 
magenta, Srp). PSW: péptido de secreción de Wg. 	  
RESULTADOS 
 




 El mismo fenotipo se obtuvo cuando dAatsTyrSecretada se sobreexpresó en el 
compartimento apterous en comparación con la situación silvestre (Figura 63). 
Figura 62. dAatsTyrSecretada induce la atracción de hemocitos. Clones de células silvestres 
(verde, GFP) que sobreexpresan p35 y dAatsTyrSecretada atraen hemocitos (magenta, Srp, A-C) 
en comparación con la forma natural de dAatsTyr (D-F). PSW: péptido de secreción de Wg. 	  
Figura 63. dAatsTyrSecretada induce la atracción de hemocitos. La sobreexpresión de dIAP-1 
y dAatsTyrSecretada en el compartimento apterous (verde, GFP) induce la atracción de hemocitos 
(magenta, Srp) (A-C) en comparación con la situación silvestre (D-F). PSW: péptido de secreción 
de Wg. 	  
RESULTADOS 
 
	   76	  
 
 
 En resumen, estos resultados indican que la secreción inducida de dAatsTyr es 
suficiente para producir atracción de hemocitos, actuando como una señal para la 
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1. La competición celular: mecanismo de control de la homeostasis celular  
 
 
 El fenómeno de la competición celular fue descubierto hace más 30 años. 
Desde entonces y hasta la actualidad se han ido progresivamente estableciendo las 
bases moleculares implicadas en su regulación. Un hito importante en este camino ha 
sido el descubrimiento de marcadores específicos en Drosophila, como es el caso de 
Flower y SPARC (Portela et al. 2010; Rhiner et al. 2010). Inicialmente, el estudio de 
la competición celular dependía de marcadores generales de apoptosis, tales como la 
activación de Caspasa-3 (Moreno y Basler, 2002) o marcadores de estrés, tales como 
la activación de la JNK (por aumento de la expresión de puckered, puc-LacZ) 
(Martin-Blanco et al., 1998; Moreno y Basler, 2002), lo que dificultaba notablemente 
el estudio de la competición celular en organismos superiores. No obstante, el 
hallazgo de Flower y SPARC en Drosophila, la presencia de homólogos en 
mamíferos de estos marcadores y las evidencias cada vez más numerosas de procesos 
de competición celular en mamíferos (Bondar y Medzhitov 2010, Oertel et al. 2006, 
Oliver et al. 2004, Tamori et al. 2010), hacen pensar que el fenómeno competitivo sea 
un proceso de carácter universal. No en vano, se ha sugerido que la competición 
celular podría ser un mecanismo general de control de la homeostasis celular, que 
aseguraría que cada tejido de un organismo pluricelular estuviera representado por las 
células más aptas para la función tisular. 
 
2. Implicaciones de la competición celular en la fisiología y en la patogenia 
 
 
  Se ha postulado que la competición celular podría estar implicada en procesos 
fisiológicos aparentemente dispares tales como la selección de linfocitos T durante el 
desarrollo del sistema inmune (Freitas et al. 1996; Wang et al. 2001; Scherer et al. 
2006; Kedl et al. 2003), el control del tamaño de los órganos (Leevers y McNeill 
2005; Hafen y Stocker 2003) y, en general, cualquier proceso que implique el 
encuentro entre tipos celulares diferentes. Recientemente se ha descrito un papel 
funcional posible para la competición celular: la apoptosis fisiológica que tiene lugar 
en el margen de la retina pupal media-tardía de Drosophila melanogaster (ver Tesis 
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doctoral, Marta Portela Esteban, UAM, Madrid 2010). Las evidencias, aunque todavía 
preliminares, representan uno de los primeros indicios de competición celular 
fisiológica y dan valor a los postulados anteriores en los que se relaciona la 
competición celular con procesos de la fisiología en general (también se han descrito 
fenómenos de competición celular en la selección de células madre en el ovario de 
Drosophila, Rhiner et al. 2009). 
 
 
 En relación a la patogenia, la competición celular parece estar relacionada con 
el desarrollo pretumoral (Rhiner y Moreno 2009). La cancerización de campo 
(Slaughter et al. 1953), un fenómeno observable en la práctica clínica, pone de 
manifiesto esta posible relación. La existencia de campos pretumorales, tal y como 
propone la idea de la cancerización de campo, permitiría explicar la generación de 
nuevos tumores a partir de lesiones precancerígenas inicialmente indetectables. La 
competición celular podría servir entonces como la base biológica para entender este 
desarrollo de pre-malignidad y, de ahí la importancia de ahondar en los fundamentos 
moleculares que la sustentan. 
 
 El proceso de la competición celular parece, por tanto, un fenómeno biológico 
de amplio espectro, cuyo estudio puede brindarnos un conocimiento más profundo 
tanto de la fisiología como de la patogenia. 
 
3. Competición celular y fagocitosis 
 
 
 Un aspecto importante del proceso competitivo es la eliminación de los restos 
celulares de las células perdedoras una vez han activado la cascada apoptótica. 
Estudios anteriores sugieren que son las células ganadoras las encargadas de inducir 
la muerte y la eliminación por fagocitosis de dichos restos apoptóticos. Tales estudios 
describen el requerimiento de los genes de fagocitosis draper, wasp y psr en las 
células ganadoras para matar y eliminar a las células perdedoras (Li y Baker 2007a, 









 Nuestros resultados, no obstante, indican que la células perdedoras mueren en 
un fondo mutante para los genes draper, wasp y psr, lo que sugiere que en ausencia 
de estos genes las células ganadoras siguen induciendo apoptosis en las células 
perdedoras durante la competición celular. La fagocitosis resultaría así una 
consecuencia del proceso competitivo, de forma que tras la activación de la apoptosis, 
se induciría la eliminación de los restos de las células perdedoras.  
 El único efecto que observamos al eliminar la actividad de los genes de 
fagocitosis fue la acumulación de los restos apoptóticos de las células perdedoras. 
Este hecho sugería la posibilidad de que algún otro tipo celular estuviera llevando a 
cabo la eliminación de estos restos celulares. De acuerdo con los resultados obtenidos, 
comprobamos como los hemocitos eran reclutados a los lugares de competición y, 
asimismo, eran responsables de gran parte de esta eliminación. Tales observaciones 
no  excluyen no obstante, la posibilidad de que las células ganadoras contribuyan en 
cierto grado a esta eliminación.  
  
 Con el fin de estudiar con más detalle el reclutamiento de los hemocitos y su 
Figura 64. Modelo de competición celular según Li y Baker. Las células silvestres (cuadrados 
grises) compiten con las células perdedoras M/+ (cuadrados blancos) por un factor de crecimiento 
como Dpp (cuadrados grises pequeños). Las células perdedoras aparecen con menor número de 
receptores para Dpp (una de las formas en las que puede afectar la mutación en los genes 
ribosomales). Las células silvestres matan a las células M/+ próximas y las fagocitan mediante los 
genes drpr, wasp y psr. El proceso finaliza con el reemplazamiento de las células M/+ por parte de 
las células silvestres ganadoras (Modificado de  Li y Baker 2007a).	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relación con la eliminación de los cuerpos apoptóticos de las células perdedoras, 
iniciamos una búsqueda para identificar posibles señales de atracción. Así, 
descubrimos un estudio realizado en Science (Wakasugi y Schimmel 1999), donde se 
describía como células apoptóticas humanas secretaban una enzima del metabolismo 
proteico. Esta enzima era la Tirosil-ARNt sintetasa (AatsTyr). Tal y como se detalla 
en el artículo, una vez secretada, la enzima sufre proteólisis generando dos 
fragmentos con actividad citoquínica, capaces de inducir la atracción de leucocitos y 
macrófagos. Tras reproducir los resultados en células en cultivo de Drosophila y, 
comprobar que las células S2 también secretaban dAastTyr en condiciones de 
deprivación de suero, pudimos, asimismo verificar como la secreción inducida de 
dAatsTyr era capaz de atraer hemocitos. Posteriormente, estudios de western blot y, 
en concreto, la tinción extracelular de dAatsTyr nos permitieron comprobar que la 
secreción ocurría específicamente en las células perdedoras. No obstante, no podemos 
concluir que la secreción de dAatsTyr sea un fenómeno específico de competición 
celular. Más bien se trataría de una señal general de apoptosis que ha sido incorporada 
en el proceso a lo largo del devenir evolutivo.  
  
4. Las Aminoacil-ARNt sintetasas: funciones más allá de la traducción 
 
 
 Las Aminoacil-ARNt sintetasas (AARS) son un grupo de 20 enzimas, una por 
cada aminoácido esencial. Se encargan de catalizar la primera etapa de la síntesis 
proteica, llevando a cabo la unión del ARNt con su correspondiente aminoácido en 
dos reacciones consecutivas. Se forma así, el aminoacil-ARNt que reconoce el codón 
complementario en el ARNm. Las Aminoacil ARNt sintetasas por tanto, establecen 
las reglas del código genético universal y, por este motivo se sabe que aparecieron 
tempranamente en la evolución, muy posiblemente sustituyendo la actividad de las 
ribozimas, los primeros catalizadores de la aminoacilación. 
 Además de la función de aminoacilación, alrededor de la mitad de las AARS 
presentan una función de editado, que asegura la eliminación de los Aa incorporados 
erróneamente al correspondiente ARNt. Esta función resulta vital para evitar errores 
en la traducción proteica y por tanto, presenta una fuerte presión selectiva para 
mantenerse a lo largo de la evolución. 
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 A parte de las actividades estrictamente relacionadas con la traducción, las 
AARS han ido adquiriendo, a lo largo del proceso evolutivo, nuevos dominios 
funcionales cuya actividad aparentemente nada tiene que ver con la síntesis proteica. 
Así, encontramos ejemplos de AARS implicadas en angiogénesis, apoptosis, 
crecimiento celular (Ko et al. 2001, Kyriacou y Deutscher 2008, Wakasugi et al. 
2002). De hecho, algunos parálogos de las AARS se han adaptado específicamente 
para la nueva función (Figura 65). Diferentes estudios señalan que la incorporación de 
estos nuevos dominios funcionales ha sido progresiva y de forma paralela al aumento 
de complejidad de los organismos, especialmente del mundo eucariota (revisado en 





 Por último, es importante destacar el hecho de que diferentes enfermedades 
humanas y murinas se han asociado tanto a mutaciones recesivas como dominantes en 
genes de Aminoacil-ARNt sintetasas. Asimismo, se ha comprobado que muchas de 
estas mutaciones no están relacionadas con la actividad de aminoacilación (que  
soporta una gran presión selectiva) y sí con las funciones no canónicas (revisado en 
Guo et al. 2010).  
 
Figura 65. Actividades no canónicas de las Aminoacil-ARNt sintetasas. (A) Muchas 
Aminoacil-ARNt sintetasas han adquirido funciones duales que coexisten con la actividad canónica 
de aminoacilación. (B) Los parálogos de Aminoacil-ARNt sintetasas (enzimas con una función 
similar a las Aminoacil-ARNt sintetasas) cumplen funciones no-canónicas importantes para el 
funcionamiento celular. 	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 4.1 AatsTyr: una enzima, múltiples funciones 
 
 
 La tirosil-ARNt sintetasa (AatsTyr), al igual que otras AARS, forma parte de 
la maquinaria de síntesis proteica. En este caso se encarga de catalizar la reacción de 
unión entre la tirosina y su correspondiente ARNt. Del mismo modo, y al igual que 
otras AARS, ha incorporado nuevos dominios funcionales a lo largo del proceso 
evolutivo. En concreto se ha descrito la incorporación de dos elementos estructurales: 
el tripéptido ELR  (Glu-Leu-Arg) y el dominio EMAPII desde insectos hasta 















 Mutaciones en el elemento ELR o delecciones del dominio EMAPII no alteran 
la función de aminoacilación de AatsTyr, lo que pone de manifiesto aún más su 
implicación en actividades no canónicas. De hecho, se ha descrito que estos nuevos 
dominios están implicados en procesos de señalización celular durante angiogénesis 
(Wakasugi et al. 2002) así como en atracción de leucocitos y macrófagos (Wakasugi y 
Schimmel 1999), fenómeno este último que se ha pretendido implicar en competición 
celular en esta tesis. 
 
Figura 66. Incorporación de 
nuevos dominios en AatsTyr a 
lo largo de la escala evolutiva.  
La adición del tripéptido ELR y 
el dominio EMAPII implicados 
en la regulación de las nuevas 
funciones de AatsTyr 
aparecieron inicialmente en 
insectos y, de ahí se han 
conservado hasta humanos. 	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 En relación con la patogenia, se han encontrado mutaciones en los nuevos 
dominios funcionales de AatsTyr implicadas en el desarrollo de enfermedades 
neurodegenerativas. Como es el caso de la neuropatía Charcot-Marie-Tooth 
dominante intermedio (DI-CMT, de las siglas en inglés) (Jordanova et al. 2006), que 
se ha validado posteriormente en Drosophila melanogaster, al recapitular diferentes 
aspectos de la enfermedad (Storkebaum et al. 2009). 
   
 Los estudios mencionados arriba ponen de manifiesto la actividad pleitrótica de 
AatsTyr y, por extensión del homólogo en Drosophila. Su presencia por tanto, resulta 
vital para el funcionamiento normal de una célula. Esta es una de las razones que han 
dificultado el uso del mutante para dAatsTyr y el ARN de interferencia (que es letal 
en homocigosis) en este trabajo. Argumentan, de la misma manera, por qué no hay 
estudios de falta de función que permitirían ahondar en el papel funcional que se 
propone para dAatsTyr en competición celular. Estudios preliminares no obstante, 
indican que la disminución de la expresión de dAatsTyr en clones silvestres (mediante 
ARN de interferencia), provoca la activación de la apoptosis en los clones, como 
señala la presencia de células caspasa-3 positivas que se mantienen a lo largo del 
tiempo (Figura 67). La muerte celular podría resultar directamente de la reducción en 
la expresión de dAatsTyr, dada su importancia como componente de la maquinaria de 
traducción celular. Complementariamente, sugiere un efecto indirecto de su posible 
función como señal de atracción de hemocitos ya que, en ausencia de la misma no 
serían reclutados y, por tanto, no eliminarían los restos apoptóticos, que se 
mantendrían a lo largo del tiempo.  
 
Figura 67. Sobreexpresión de ARNi contra dAatsTyr en clones silvestres.  La disminución en 
la expresión de dAatsTyr en clones silvestres (verde, GFP, A) provoca una acumulación de células 
apoptóticas (rojo, Caspasa-3 activada, B). DAPI en azul (C). 	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5. Cáncer y competición celular  
 
 
 El cáncer es una enfermedad asociada al envejecimiento, por este motivo se ha 
especulado que organismos con un período de vida corto, como es el caso de 
Drosophila, están exentos de paceder este tipo de patologías (Junttila y Evan 2009). 
Sin embargo, en Drosophila se han descrito diferentes mutaciones espontáneas, como 
lgl, dlg o scrib, que argumentan a favor de la existencia de genes supresores de 
tumores (Stern y Bridges 1926). Aunque todavía preliminares, estudios de los 
homólogos de estos genes en mamíferos comienzan a generar evidencias que apuntan 
a que su actividad está conservada (Zhan et al. 2008).  
 Moscas mutantes para estos genes presentan sobrecrecimientos de tipo 
tumoral como consecuencia de una parada en el desarrollo larvario. Tejidos mosaicos, 
por el contrario, con clones de células mutantes rodeados de células silvestres, no 
conducen a sobrecrecimientos, sino a la eliminación de las células mutantes, que 
activan la vía de apoptosis dependiente de JNK (Brumby y Richardson 2003, Igaki et 
al. 2006). Estos clones, no obstante pueden transformarse en un “tumor” cuando se 
combinan con el oncogen Ras, ya que en este caso la activación de JNK no sólo no 
conduce a muerte celular, sino que estimula invasividad y migración (Pagliarini y Xu 
2003). Así, Ras actúa como un interruptor molecular capaz de transformar una 
respuesta de eliminación en un proceso tumoral.  
 Se han propuesto diferentes mecanismos para explicar la eliminación por 
apoptosis de las células mutantes (revisado en Vidal 2010). Uno de estos mecanismos 
es la competición celular, donde la eliminación de las células perdedoras, en este caso 
las mutantes, dependería de la presencia de células silvestres circundantes (Brumby y 
Richardson 2003, Froldi et al. 2010). Otro de los mecanismos propuestos es la 
llamada supresión tumoral intrínseca, en la que la eliminación de las células mutantes 
se produce como consecuencia de la secreción autocrina de Eiger (el homólogo del 
“Tumor suppressor Factor”, TNF de mamíferos) (Igaki et al. 2009). Las células 
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 5.1 Implicaciones de los hemocitos asociados a tumores (TAH) 
 
 Paralelamente al proceso intrínseco arriba mencionado, se ha descrito otro 
mecanismo extrínseco que implicaría la secreción de Eiger por parte de hemocitos 
asociados a células mutantes (Cordero et al. 2010). Los hemocitos se encargarían así 
de la eliminación de células pre-malignas, que como hemos visto podrían generar 
tumores en combinación con Ras. En esta misma línea, se ha descrito la presencia de 
hemocitos asociados a tumores Rasv12/scrib y el efecto negativo de los mismos en el 
crecimiento de tumores en moscas mutantes para scrib (Pastor-Pareja et al. 2008).  
  
 Nuestros resultados en clones lgl podrían complementar estas observaciones. 
Tras inducir la muerte de las células mutantes, los hemocitos se encargarían de 
fagocitar los restos apoptóticos de las células muertas, como parece poner de 
manifiesto la acumulación de células Caspasa-3 positivas que observamos en ausencia 
de fagocitosis.  
 En la competición celular inducida por Minutes, por otro lado, parece que la 
secreción de Eiger por parte de los hemocitos es dispensable, ya que en un fondo 
mutante para Eiger los clones Minutes siguen siendo eliminados (Ohsawa et al. 2011). 
En este caso, el papel de los hemocitos parece que no se centraría en matar a las 
células mutantes sino sólo en su eliminación, tal y como parece apuntar la 
acumulación de células Minutes muertas que observamos en nuestros experimentos de 
ablación de hemocitos. 
  
 Recapitulando, podríamos decir que el papel de los hemocitos difiere en 
función del contexto celular. Así, dependiendo de las circunstancias actuarían como 
inductores y/o eliminadores de células mutantes contribuyendo, de esta forma a la 
respuesta inmune. 
 




  El cáncer y la inflamación se relacionaron por primera vez en la segunda 
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mitad del siglo XIX, en base a observaciones que evidenciaban como, de manera muy 
frecuente, muchos tumores se desarrollaban en lugares de inflamación crónica, así 
como a la presencia de células de respuesta inflamatoria en biopsias procedentes de 
tumores. Aunque la idea se mantuvo durante más de un siglo fuera del interés 
comunitario, diversos estudios recientes han despertado de nuevo la atención en este 
campo (revisado en Mantovani et al. 2008). En este sentido, evidencias que van desde 
estudios epidemiológicos en pacientes hasta análisis moleculares en ratones 
modificados genéticamente han contribuido a que la relación entre cáncer e 
inflamación sea hoy generalmente aceptada por la comunidad científica (Balkwill y 
Mantovani 2001, Balkwill et al. 2005, Coussens y Werb 2002, Karin 2006). Así, se ha 
evidenciado como diversas formas de inflamación crónica predisponen al desarrollo 
de un cáncer. Entre otras se pueden citar: las infecciones microbianas (como las 
producidas por Helicobacter pylori que se han relacionado con el cáncer de estómago 
y el linfoma de mucosas), algunas enfermedades autoinmunes (como el cáncer 
asociado a colitis) y, estados inflamatorios de origen desconocido (como en el caso 
del cáncer de próstata). En esta línea se ha podido comprobar la protección que 
confieren algunos agentes anti-inflamatorios no esteroideos contra varios tipos 
tumorales (revisado en Mantovani et al. 2008). 
 
 Son varias las características que definen a los cánceres derivados de un 
proceso inflamatorio. Entre ellas se incluyen fundamentalmente la presencia de 
células y mediadores proinflamatorios en tejidos tumorales (tales como las citoquinas 
y prostaglandinas), así como la remodelación y reparación tisular. No obstante, esta 
descripción no es exclusiva de tumores en los que se ha establecido una clara relación 
con la inflamación, como es el caso de los tumores de mama. De hecho, células y 
mediadores proinflamatorios están presentes en el microambiente de la mayoría, si no 
todos, los tumores, con independencia de cual ha sido el desencadenante que ha 
provocado su desarrollo.  
 
 Se habla de dos rutas que relacionan la inflamación y el cáncer: una intrínseca 
y otra extrínseca (revisado en Mantovani et al. 2008) (Figura 68). En la primera, la 
activación de diferentes clases de oncogenes (entre ellos destacan genes de la familia 
RAS y Myc) induce la expresión de programas proinflamatorios que, a su vez, 
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conducen a la generación de microambientes inflamatorios que propician el desarrollo 
tumoral. En la segunda, la extrínseca, la aparición de condiciones proinflamatorias 
promueve la generación de algunos cánceres, como el cáncer de intestino asociado a 
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 En la actualidad, los avances en el conocimiento de las rutas bioquímicas 
implicadas en el desarrollo del cáncer, han permitido la generación de toda una 
batería de terapias dirigidas contra las células tumorales. Del mismo modo, un 
conocimiento más profundo de las correspondientes rutas en cánceres derivados de 
procesos inflamatorios, permitiría la generación de terapias complementarias 
dirigidas, en este caso, contra la “otra mitad del cáncer”: el microambiente tumoral 
que componen todos esos mediadores y células proinflamatorias que acompañan al 
tumor. 
 




 Tal y como hemos comentado anteriormente, una de las características de los 
cánceres derivados de un proceso inflamatorio es la presencia de células 
proinflamatorias en el microambiente tumoral. Uno de los tipos celulares más 
característicos son los denominados macrófagos asociados al tumor (“Tumour-
associated macrophages”, TAM). Diferentes evidencias han puesto de manifiesto la 
implicación de estos macrófagos, así como otras células inmunes, en la 
carcinogénesis, invasión y metástasis de diferentes tipos tumorales (Bunt et al. 2007, 
Coussens et al. 2000, Lin et al. 2001, Mantovani et al. 1992).  
 Los TAM suelen presentar un fenotipo de macrófagos M2, que está dirigido 
fundamentalmente hacia el crecimiento tumoral, la remodelación tisular, la 
angiogénesis y la supresión de la respuesta inmune adaptativa (De Palma et al. 2005, 
Mantovani et al. 2002) (Figura 69), diferente del fenotipo M1, que son macrófagos 
con actividad antitumoral. Señales derivadas de células T reguladoras presentes en el 
tumor o, procedentes de las propias células tumorales parece que pueden explicar esta 
polarización hacia M2 de los TAM (De Palma et al. 2005, Hagemann et al. 2006, 












 Aunque numerosas evidencias experimentales y clínicas apuntan al hecho de 
que la presencia de los TAM en un tumor es signo de mala prognosis, tal y como 
hemos señalado anteriormente, se han descrito, igualmente, casos en los que el efecto 
es el contrario: la presencia de los TAM se asocia con una buena prognosis. Este es el 
Figura 69. Funciones pretumorales de los TAM.  Los TAM son reclutados al tumor mediante 
factores quimioatrayentes. Se suelen localizar en zonas de hipoxia del tumor donde estimulan la 
angiogénesis mediante la producción de factores como VEGF (factor de crecimiento endotelial), 
angiopoyetina 1 y 2 (ANG1), e inducen el reclutamiento de otras células hematopoyéticas 
(mastocitos y neutrófilos). Los TAM también promueven la invasión tumoral mediante la 
liberación de proteasas (como la metaloproteasa 9, catepsinas…), que provocan la ruptura de la 
membrana basal y el remodelado de la matriz estromal. Diferentes factores de crecimiento y 
quimioquinas (EGF, interleuquina 8 y el factor de necrosis tumoral, entre otros) contribuyen a la 
migración de las células tumorales hacia los vasos sanguíneos. Finalmente, los TAM pueden iniciar 
o promover la tumorigénesis mediante la generación de mutágenos como subproducto de la 
producción de radicales de oxígeno y nitrógeno (Modificado de (Pollard 2004). 	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caso de algunos tumores de colon, algunos tipos de cánceres de mama y tumores 
pancreáticos. Sin embargo, los mecanismos que desencadenan una respuesta inmune 
“buena” de este tipo no han sido totalmente esclarecidos hasta el momento. Por tanto, 
resultaría trascendental descubrir los estímulos adecuados para transformar un 
microambiente pretumoral (del tipo macrófagos M2) en un microambiente 
antitumoral (del tipo macrófagos M1), así como comprender los mecanismos 
moleculares implicados.  
 
 La actividad de los TAM depende, por tanto del contexto celular, tal y como 
hemos visto para el caso de los hemocitos asociados a tumores (TAH) en Drosophila. 
En el insecto, no obstante la actividad pretumoral parece que viene mediada por 
cambios en las características de las células “tumorales” (la adquisición del oncogén 
Ras); en mamíferos, por otro lado, el fenómeno parece que se ha complejizado 
evolutivamente, incorporando estímulos del microambiente tumoral que transforman 
a los macrófagos en pretumorales. 
 




 Tal y como se ha discutido anteriormente, existen diferentes observaciones 
que apuntan a la posible relación entre el desarrollo pretumoral y la competición 
celular (Rhiner y Moreno 2009). Los resultados de este trabajo han contribuido a 
ahondar en las bases moleculares de la competición celular (Modelo Figura 70) 
suscitando, de esta forma, nuevas ideas sobre esta relación. A continuación 
proponemos algunas de ellas. 
 
 La eliminación de las células perdedoras durante el proceso competitivo 
resulta crucial en la progresión de las células ganadoras. El bloqueo de esta 
eliminación podría provocar por tanto, graves consecuencias para la homeostasis 
tisular. Así, la actividad de los hemocitos en este proceso, tal y como sugieren 
nuestros resultados, parece ser relevante para esta eliminación. Del mismo modo, 
resultaría crucial en el contexto pretumoral para la progresión de las células 
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tumorales, en el caso de tumores supercompetidoras por ejemplo, donde el 
reclutamiento de macrófagos podría estar implicado en la eliminación de las células 













Figura 70. Modelo de 
competición celular. La 
competición celular es el 
resultado de la 
confrontación de células 
con diferentes estados de 
“fitness”. Esta diferencia 
se marca mediante el 
código “Flower”, que 
diferencia las células en 
ganadoras y perdedoras. 
Paralelamente a “Flower”, 
las células perdedoras 
también expresan y 
secretan SPARC, que 
actúa como una señal de 
protección frente a 
competición celular. Con 
la secreción de SPARC, 
las células perdedoras 
adquieren una segunda 
oportunidad para verificar 
su status. Si las 
deficiencias persisten, las 
células perdedoras entran 
en apoptosis. A 
continuación, los cuerpos 
apoptóticos son extruídos 
basalmente y, la célula 
ganadora se divide. Las 
células perdedoras, una 
vez han iniciado la 
apoptosis secretan 
AatsTyr, que induce la 
atracción de hemocitos 
que, finalmente eliminan 
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 La secreción de AatsTyr tal y como se postula en el artículo de Science 
(Wakasugi y Schimmel 1999), supondría la liberación de un componente fundamental 
de la maquinaria de traducción celular, lo que en consecuencia generaría el bloqueo 
de la traducción y la aceleración de la apoptosis. En el terreno de la competición 
celular, este “punto de no retorno” actuaría asegurando la eliminación de las células 
menos aptas para el tejido, contribuyendo a la homeostasis celular. Por último, en el 
contexto de un desarrollo tumoral, la secreción de AatsTyr podría actuar como señal 
de atracción para los TAM (tal y como hemos visto con los hemocitos) y, estar de esta 
forma implicada en la progresión tumoral. 
 
8. Posibles implicaciones terapéuticas en oncología 
 
 
 Las especulaciones precedentes suscitan nuevas opciones terapéuticas en el 
tratamiento oncológico. En primer lugar, la secreción de AatsTyr, tal y como hemos 
visto, ocurre cuando las células entran en apoptosis. En este sentido, esta secreción  
puede ser interpretada como un marcador general de apoptosis y, por extensión de 
muerte celular generalizada (tal y como ocurre durante el crecimiento tumoral).  Así, 
la presencia de AatsTyr en sangre, por encima de unos niveles fisiológicos (ya que la 
apoptosis es un fenómeno que ocurre durante el funcionamiento normal de un 
organismo), podría emplearse como parámetro para determinar muerte celular masiva 
e indicio de un posible proceso inflamatorio-tumoral. 
   
 La inmunoterapia podría ser otra de las aplicaciones. Bloquear la actividad de 
AatsTyr secretado, si se comprueba la posible relación con los TAM, mediante el uso 
de anticuerpos posibilitaría la inhibición del reclutamiento de los TAM y, podría ser 
empleado en combinación con otros tratamientos oncológicos. 
 
 Por último, se podría emplear en el diagnóstico por imagen molecular. Marcar 
anticuerpos frente AatsTyr con alguna radio-sonda que permitiera su detección 
posterior. Su empleo podría permitir la localización de focos inflamatorios, 
contribuyendo así a la determinación temprana de lesiones pretumorales. 
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1. La expresión de genes de fagocitosis como draper, wasp y psr no es necesaria para 
inducir la muerte de las células perdedoras durante la competición celular en el disco 
imaginal de ala de Drosophila melanogaster. 
 
2. En ausencia del gen de fagocitosis draper se produce una acumulación de cuerpos 
apoptóticos de las células perdedoras durante la competición celular. Estos restos 
celulares se acumulan en la zona basal del disco imaginal de ala. 
 
3. Los hemocitos circulantes en la hemolinfa son reclutados durante la competición 
celular inducida por dMyc, Minutes y lgl. 
 
4. Los macrófagos/hemocitos eliminan los cuerpos apoptóticos de las células 
perdedoras durante la competición celular. 
 
 
5. La dTirosil-ARNt sintetasa, el homólogo de AatsTyr en Drosophila, es secretada 
por células S2 en condiciones de deprivación de suero y por las células perdedoras 
durante la competición celular. 
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